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1. La infertilidad.  
 
 
 Las parejas que consultan por esterilidad lo hacen, en su mayoría, porque la 
falta de descendencia les produce un gran malestar a nivel psicológico. La 
esterilidad es definida como la incapacidad de una pareja para concebir después de 
un año de relaciones sexuales frecuentes, sin medidas anticonceptivas. Su 
prevalencia se ha estimado en un 15% de las parejas con edad reproductiva. Por el 
peso de la influencia de la literatura anglosajona se tiende a englobar en esta 
definición también el concepto de infertilidad, aunque en su definición estricta este 
último término define la incapacidad de lograr un recién nacido vivo, al menos, tras 
haber logrado dos embarazos consecutivos. Esto se traduce en 60-80 millones de 
parejas infértiles en el mundo. En España estas parejas ascienden a más de 
800.000 y el número de nuevos casos crece a un ritmo de 16.000 al año. Además, 
cerca del 15% de las parejas españolas en edad fértil tienen problemas a la hora de 
concebir un hijo de manera natural.  
 
 Las condiciones particulares de cada pareja, el factor que origina la 
esterilidad, así como la edad, pueden influir en el aumento o disminución de la 
probabilidad de embarazo. Se han clasificado las causas de esterilidad en factor 
masculino, factor femenino (ovárico, cervical, uterino y tubario), factor 
inmunológico y factor psicológico. Existe un cierto número de parejas en las que, 
tras haber completado todos los estudios, no se encuentra ninguna causa que la 
justifique, corresponden al 3-20% y se denomina esterilidad de origen idiopático o 
esterilidad de origen desconocido. Se estima que el factor masculino es el 
responsable del 30% de los casos de infertilidad, mientras que al factor femenino 
se le atribuye otro 30%, el resto puede deberse a factores mixtos, provenientes de 
ambos miembros de la pareja y al resto de causas anteriormente mencionadas 
(Fundamentos de Reproducción, SEGO1 2009).  
 
 En el estudio de la pareja estéril, el primer paso es intentar diferenciar la 
causa de esterilidad. Se debe comenzar con la elaboración de una historia clínica en 
la que se detallen los antecedentes de ambos miembros de la pareja. La anamnesis 
debe incluir datos de los antecedentes clínicos que puedan estar relacionados con 
esterilidad: intervenciones quirúrgicas, tratamientos y enfermedades previas, 
embarazos o hijos previos tanto con la pareja actual como con otra, etc., 
                                                 
1
 Sociedad Española de Ginecología y Obstetricia. 
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completando el estudio con una serie de pruebas diagnósticas. Para la mujer, 
normalmente se realizan diferentes pruebas hormonales para confirmar la 
existencia de ovulación, serologías y una histerosalpingografía para descartar 
obstrucción en las trompas. En el caso del hombre se realizan pruebas hormonales, 
serologías y un espermiograma para ver la calidad seminal (OMS 19992). A partir 
de los resultados obtenidos se puede indicar a la pareja la necesidad de realizar un 
tratamiento de reproducción asistida. 
                                                 
2
 WHO Laboratory Manual for examination of Human Semen. Cambridge University Press. 
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2. Tratamientos de reproducción asistida. 
 
 Existen diferentes tipos de tratamientos en reproducción asistida, la elección 
del método dependerá de los antecedentes de la pareja, del resultado de las 
pruebas diagnósticas realizadas y de las probabilidades de éxito, entendiendo esto 
como la consecución de un embarazo (Fundamentos de Reproducción, SEGO 2009). 
Los usados más frecuentemente son: Coitos dirigidos, consiste en controlar el 
momento de la ovulación de la mujer para que la pareja realice un coito; la 
inseminación artificial, se realiza inyectando una muestra de espermatozoides 
móviles capacitados en la cavidad uterina de la mujer y el tratamiento de 
fecundación in vitro (F.I.V.). 
 
2.1. Fecundación in vitro. 
 
  
 En la década de los 80 se desarrollaron las técnicas de fecundación in vitro. 
Estas técnicas consisten en realizar una fecundación y permitir el desarrollo 
embrionario durante 3 ó 6 días fuera del aparato reproductor femenino. Es el 
tratamiento que se utiliza cuando no están indicadas las técnicas previamente 
citadas, por existir una causa de esterilidad importante como edad avanzada, 
obstrucción de trompas, baja concentración o mala morfología espermática etc., o 
cuando habiéndolas realizado, no hemos obtenido embarazo. 
 
 Para llevarlas a cabo, la mujer es sometida a un tratamiento de estimulación 
ovárica. En el momento de la ovulación, se realiza la punción folicular para extraer 
los óvulos que se inseminarán posteriormente en el laboratorio, con 
espermatozoides obtenidos a partir de una muestra procedente de su pareja o de 
un donante, mediante dos técnicas: La llamada F.I.V. o Convencional y la técnica de 
Microinyección Espermática o I.C.S.I. (Intracytoplasmatic Sperm Injecction).  
 
 La primera consiste en realizar un co-cultivo de ovocitos y espermatozoides 
en una misma placa de cultivo, consiguiendo un acercamiento físico que favorece el 
proceso de fecundación, y la segunda es un procedimiento mediante el cual se 
inyecta con una microaguja un espermatozoide dentro del ovocito (Imagen 1).  
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Imagen 1. Técnica de microinyección espermática (ICSI). 
 
  
 En ambas técnicas deben transcurrir entre 17 y 20 horas para detectar en el 
óvulo los signos que nos indican una correcta fecundación. Posteriormente aquellos 
que presenten esos signos adecuados formarán un embrión, apareciendo la primera 
división entre las 8 y 24 horas siguientes. Durante los siguientes días del desarrollo, 
los embriones de la paciente son evaluados y clasificados normalmente en base a 
características morfocinéticas. También se puede realizar, sólo en los casos 
indicados clínicamente, un diagnóstico genético preimplantacional para descartar 
ciertas alteraciones genéticas en los embriones. Con esto se podrán clasificar los 
embriones en aptos o no, para su posterior utilización. 
 
 
A B. C. D. E.    
Imagen 2. Estadios embrionarios: A. Embrión en estadio de 4 células, corresponde al desarrollo a las 24 
horas de fecundación. B. Embrión en estadio de 8 células, corresponde al desarrollo a las 48 horas de la 
fecundación. C. Embrión en estadio de mórula correspondiente al 4º día de desarrollo. D. Embrión en 
estadio de blastocisto, 5º día de desarrollo. E. Estadio de blastocisto expandido, 6º día de desarrollo. 
 
 
 Los embriones conseguidos se transfieren al interior del útero de la mujer, 
en número máximo de 3, según la legislación española (LEY 14/2006, de 26 de 
mayo, sobre técnicas de reproducción humana asistida), aunque lo más habitual es 
transferir uno o dos, para evitar las gestaciones múltiples. La transferencia 
embrionaria suele realizarse el segundo o tercer día tras la fecundación, como 
máximo, puede posponerse hasta un período de cultivo in vitro que lleve al embrión 
a la formación del blastocisto, que se alcanza entre los 5 ó 6 días de desarrollo. 
Posteriormente, se realiza la congelación de los embriones y/o blastocistos 
restantes que evolucionan favorablemente. Estos podrán ser utilizados en 
posteriores transferencias por la propia paciente. Desde el momento de la 
transferencia hasta la realización del test de gestación transcurren entre 12 y 14 
 23 
días. La prueba que se suele realizar es la determinación en sangre o en orina de 
los niveles de la hormona beta-gonadotropina coriónica humana (β-hCG) que 
produce el embrión y que pasa a la madre a través de la placenta. Es la primera 
señal que envía el embrión y que podemos medir como prueba de su implantación. 
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3. Estudio del factor masculino 
 
 El estudio de la pareja estéril debe ser simultáneo, tanto para el hombre 
como para la mujer. Al ser la infertilidad con mucha frecuencia una patología 
multifactorial, es básico realizar una historia clínica minuciosa y protocolizada tanto 
en aspectos clínicos como reproductivos. Como ya hemos dicho anteriormente, se 
estima que el factor masculino es el responsable del 30% de los casos de 
infertilidad de forma aislada, llegando a ser hasta el 45-50% en combinación con 
otro factor (Iammarrone et al., 2003; Jarow, 2007; Carrell, 2012; Winters y Walsh, 
2014).   
 
 Es cierto que el estudio del factor masculino está subestimado, 
principalmente por el enmascaramiento del factor femenino, ya que casi siempre el 
estudio de la pareja infértil comienza con el estudio de la mujer en la consulta 
ginecológica, siendo más exhaustivo, a lo que se añade que en la mayoría de los 
casos, el estudio del factor masculino se limite a un seminograma y un estudio 
serológico. De hecho, en un artículo publicado por la National Survery of Family 
Growth estadounidense (NSFG) se estima que entre el 18 y el 27 % de los varones 
de parejas infértiles no son evaluados (Winters y Walsh, 2014). 
 
 En la anamnesis del varón deberíamos identificar multitud de datos. Son 
esenciales los antecedentes personales del nacimiento, la existencia de 
prematuridad, infancia y pubertad. Las malformaciones genéticas (genitourinarias) 
o infecciones víricas como la parotiditis pueden estar relacionadas con un descenso 
de fertilidad. Debido a que hay muchos factores que pueden intervenir en la 
infertilidad masculina deben constar los antecedentes de cirugía testicular por 
criptorquidia, cirugía inguinal por hernias, así como otros procedimientos 
quirúrgicos pélvicos, procesos inflamatorios (epididimitis y orquitis), traumatismos 
testiculares, atrofias y estados obstructivos de las vías seminales, radio o 
quimioterapia. Hay que entrevistar al paciente sobre su estilo de vida, la obesidad, 
la posibilidad de exposición a radiaciones o tóxicos (herbicidas, pesticidas, drogas y 
alcohol), como factores de mal pronóstico. La exploración andrológica y la ecografía 
testicular son siempre necesarias ante la sospecha de cualquier tipo de patología 
(ASRM, 2012)3. 
 
                                                 
3
 American Society for Reproductive Medicine. (2012). Diagnostic evaluation of the infertile male: a 
comite opinion. Fertility and Sterility, 98: 294-301. 
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 También afectan a la fertilidad las enfermedades sistémicas, algunas 
patologías endocrinas como la diabetes, el hipotiroidismo, el hipogonadismo o una 
insuficiencia renal, hepática o cardiaca (Boissonnas et al., 2013). A veces la 
infertilidad es un síntoma de enfermedades adquiridas o congénitas como el cáncer 
testicular o neoplasias hematológicas. A medida que se han ido adquiriendo 
mayores conocimientos en el campo de la reproducción, se han desarrollado 
programas para la prevención de la infertilidad, entre ellos, el diagnóstico y 
tratamiento precoz de patologías como la infección genital, la criptorquidia, el 
varicocele, los trastornos hormonales, etc. y evitar la aparición de alteraciones 
seminales (Winters y Walsh, 2014).  
 
Se deben recoger datos sobre la duración de la infertilidad, como son: si han 
utilizado métodos anticonceptivos previos, si tiene hijos con esa pareja o 
anteriores, si tienen antecedentes de interrupciones voluntarias del embarazo o de 
abortos espontáneos y la fecha en que ocurrieron. Hay que recoger también una 
historia sexual completa, preguntar sobre problemas anatómicos, relaciones 
sexuales, frecuencia de las mismas o alteraciones en la erección o eyaculación. 
 
El varón deberá someterse a un estudio analítico sanguíneo básico, 
hormonal y serológico. Es conveniente también realizar un urocultivo, si el paciente 
comenta cuadros repetidos de infecciones urinarias. Además, para completar la 
historia clínica se debe realizar una exploración física detenida con la intención de 
detectar rasgos fenotípicos normales o anormales, la presencia o ausencia de vello 
corporal, virilización, talla, distribución de la grasa, etc. Todo ello puede orientarnos 
hacia determinados síndromes, sin olvidar la exploración física de los genitales, 
tanto del pene como de los testículos, valorando su tamaño y consistencia y la 
correcta presencia de conductos deferentes (Teppa-Garrán y Palacios-Torres, 2004). 
 
  El siguiente paso en el estudio del varón será realizar un seminograma, es 
decir, un estudio básico seminal. Es una prueba fundamental y con ella comienza la 
investigación de la posible participación masculina en la responsabilidad de la 
esterilidad. Se basa en la evaluación de los parámetros seminales clásicos 
publicados por la OMS (Laboratory Manual for the examination and processing of 
Human Semen, 2010)4, siendo algunos de ellos: el volumen, la licuefacción, pH, 
recuento espermático, la movilidad, morfología y vitalidad. Los valores de 
referencia de estos parámetros se muestran en la siguiente tabla: 
                                                 
4
 World Health Organization. (2010). WHO Laboratory Manual for the examination and processing of 
Human Semen. Department of Reproductive Health and Research. Ginebra, Suiza 
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  Tabla 1: Valores de referencia para el seminograma según la OMS. 
Variables Valor de referencia 
Concentración total  ≥ 20 
% de espermatozoides móviles progresivos 32-100 
% de espermatozoides móviles 39-100 
% de vitalidad 58-100 
% de morfología normal  4-100 
   
 
  A partir de los datos obtenidos en el seminograma se puede llegar a un 
primer diagnóstico. En él se utilizan los siguientes términos: espermia, se refiere al 
eyaculado total, mientras que el término zoospermia hace mención a los 
espermatozoides. Así, cuando el volumen del semen es cero, se denomina aspermia 
y, si no hay espermatozoides en el eyaculado, azoospermia. Oligozoospermia 
significa una concentración espermática reducida. Astenozoospermia es cuando hay 
baja motilidad. Teratozoospermia cuando los espermatozoides presentan 
alteraciones en la forma. Necrozoospermia se emplea cuando hay espermatozoides 
muertos. Normozoospermia es el término usado cuando hay normalidad en todos 
los parámetros. En general, la mayoría de los andrólogos utilizan combinaciones de 
estos términos. 
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4. Genómica, proteómica y metabolómica en el estudio de infertilidad 
masculina. 
 
 Recientes estudios han demostrado el incremento de desordenes genéticos 
relacionados con la infertilidad masculina por su efecto a diferentes niveles, como 
son la generación de células germinales o el proceso de maduración de los 
espermatozoides (Cassuto et al., 2012). En un principio se le atribuyó a las causas 
genéticas un 5% de los casos de infertilidad masculina, aunque en estudios más 
recientes (Pizzol et al., 2014) se habla de un 10 o 15%. El origen puede ser 
complejo, tal como aberraciones cromosómicas y mutaciones génicas (Cram et al., 
2001; Ferlin et al., 2007; Krausz y Giachini, 2007). Mediante el estudio del 
cariotipo, se pueden detectar anormalidades cromosómicas, por ejemplo, 
aberraciones numéricas euploides y aneuploides por la falta o exceso de 
cromosomas, mosaicismos, cuando existen varias poblaciones celulares diferentes 
en un mismo individuo y aberraciones estructurales, si existen alteraciones en los 
reordenamientos cromosómicos constitucionales o adquiridos en al menos una 
banda cromosómica (equivalentes a 103-104 kilo bases). La prevalencia de 
alteraciones en el cariotipo está directamente relacionada con la severidad del fallo 
durante la espermatogénesis, ya que se traduce en una segregación alterada 
durante la misma, siendo más frecuentes, cuando el número de espermatozoides 
obtenido tras la realización de un seminograma es menor de 10 millones por 
mililitro (Frühmesser et al., 2013), en los casos de hipogonadismo 
hipergonadotrópico o en los hombres mayores de 40 años. La eliminación de un 
factor genético se realiza de forma rutinaria realizando un cariotipo, estudio de 
microdelección presente en el cromosoma Y, así como la determinación de si el 
paciente es portador del gen de la fibrosis quística o CFTR (Cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator). 
 
Las alteraciones más comúnmente detectadas en el cariotipo son el 
Síndrome de Klinefelter, Síndrome de Turner o las trisomías de los cromosomas 13, 
18 y 21. En pacientes oligozoospérmicos y azoospérmicos la incidencia de 
anormalidades cromosómicas es mayor. Hay estudios que defienden que se 
incrementa hasta el 10% (Cocuzza et al., 2013). Un ejemplo de esto podría verse 
en el síndrome de Klinefelter (cariotipo 47XXY), es la alteración del cariotipo más 
frecuentemente detectada en pacientes infértiles; si en la población normal la 
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incidencia es del 0,1%, esta aumenta hasta el 0,7% en varones oligozoospérmicos 
y un 1% en el caso de azoospérmicos. 
  
 Otras aberraciones que se pueden detectar mediante el estudio del cariotipo 
incluye: translocaciones, inversiones y otras anormalidades estructurales, siendo 
las primeras las más frecuentes (4 a 10 veces) en pacientes infértiles (Oracova et 
al., 2013). De ellas, las translocaciones robertsonianas son las más frecuentes, se 
producen por la fusión de dos cromosomas acrocéntricos (cromosomas 13, 14, 15, 
21 y 22) quedando unidos en uno, por tanto los individuos portadores de este tipo 
de translocaciones tienen 45 cromosomas en lugar de 46. 
 
En translocaciones recíprocas se producen espermatozoides desbalanceados 
por errores en la segregación de cromosomas durante la meiosis pero sin que se 
afecte el número total de cromosomas. Este tipo de alteraciones está relacionado 
con una menor probabilidad de fecundación, aunque en algunos casos también se 
puede llegar a fecundar un óvulo y formar un embrión que será portador de estas 
anomalías cromosómicas, siendo posible que no produzca embarazo, que dé lugar a 
un aborto o que se produzcan daños en el feto, que podrán ser de leves a muy 
graves dependiendo de la alteración cromosómica que se haya producido (May-
Panloup et al., 2001; Iammarrone et al., 2003; Kennedy et al., 2011). 
 
La mayoría de casos de azoospermia obstructiva o ausencia congénita 
bilateral de los vasos deferentes son provocados por la presencia de mutaciones en 
el gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulador).  
 
 Una alteración génica bien conocida es la presencia de microdelecciones en 
el brazo largo del cromosoma Y, siendo esta alteración la anormalidad más 
comúnmente relacionada con desórdenes testiculares. En varones con 
oligozoospermia severa idiopática se detectan en un 14 % de los casos y en un 
16% para azoospermia no obstructiva idiopática. Este tipo de alteración produce un 
alto porcentaje de espermatozoides aneuploides, lo que se relaciona con problemas 
en la fecundación (Dohle et al., 2002).   
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 En pacientes con oligozoospermia severa o azoospermia debe ser estudiado 
el cariotipo, la presencia de mutaciones en el gen CFTR y delecciones del 
cromosoma Y (Alonso et al., 2009).  
 
 En los últimos años se le ha dado bastante importancia a estudios sobre la 
integridad del ADN, como defectos en la protaminación y empaquetamiento de ADN 
o fragmentación del propio ADN, ya que la presencia en espermatozoides se ha 
relacionado con una disminución de su pronóstico fértil  (Balasuriya et al., 2011; 
Alfarawati y Wells, 2013). La proporción de estos defectos es mayor en pacientes 
que asisten a consulta por problemas de infertilidad que en aquellos con fertilidad 
probada, también se ha demostrado que es mayor en pacientes con seminograma 
alterado (Agarwal y Said, 2003; Cruz et al., 2010; Cassuto et al., 2012).  
 
 La detección del ADN fragmentado en pacientes a priori normales, pero que 
no consiguen una gestación en sus parejas (Cruz et al., 2010), lo elevaron como un 
posible nuevo marcador de infertilidad masculina. Pero su utilidad, en los últimos 
estudios, está siendo discutida por la falta de estandarización de los métodos de 
detección y por la heterogeneidad en los resultados, incluso en un mismo paciente 
donde los valores pueden variar por factores que afectan a la determinación, por 
ejemplo, el tiempo de procesado de la muestra.  
 
 Actualmente, el estudio del factor masculino se ha ampliado con el hallazgo 
de nuevos conocimientos acerca de procesos involucrados en la capacidad fértil del 
espermatozoide, porque los parámetros clásicos no aportan una suficiente 
información acerca de la habilidad  fecundante del varón, esta ampliación se ha 
hecho mediante estudios genéticos y otros basados en la biología molecular (Stahl 
et al., 2012; Olsen y Ramlau-Hanse, 2014). Algunas pruebas diagnósticas 
disponibles para detectar anomalías genéticas a parte del análisis del cariotipo. La 
técnica  FISH (fluorescence in situ hybridazation) se usa para determinar 
especialmente alteraciones cromosómicas y aneuploidías (Pizzol et al., 2014; 
Esteves et al., 2014) ocurridas durante la meiosis en la línea germinal. Una técnica, 
que está cobrando en los últimos años gran interés, es CGH-arrays (comparative 
denomic hybridatio arrays), mediante ella se pueden detectar de forma simultánea 
aneuploidías y alteraciones de todos los cromosomas de una célula espermática 
(Harper y Sengupta, 2012). 
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El uso de nuevas técnicas de genética, proteómica y metabolómica (ómicas), 
que abarcan la búsqueda de nuevos biomarcadores (Nicholson y Lindon, 2008; 
Lamb, 2010; Kovac et al., 2013), puede ser la clave para diagnosticar y tratar con 
mas precisión la infertilidad masculina. Los biomarcadores son indicadores de un 
proceso biológico, sirven para detectar una enfermedad (marcador diagnóstico), su 
evolución (marcador pronóstico) o para elegir un tratamiento (marcador 
predictivo). 
 
 Existe gran interés en el transcriptoma del espermatozoide como fuente para 
desarrollar marcadores de la infertilidad masculina a partir de proteínas específicas 
(García-Herrero el at., 2010; Altmäe y Salumets, 2011). Estos enfoques han 
proporcionado una mayor comprensión de la función de los genes y proteínas que 
participan en procesos como la motilidad, la capacitación, la reacción acrosómica y 
la fertilización (Ashrafzadeh et al., 2013). Estudios en el proteoma de 
espermatozoide han demostrado que las modificaciones posteriores a la traducción, 
tales como la fosforilación, la glicosilación, las escisiones proteolíticas, e incluso, las 
mutaciones logran cambiar la función fisiológica de los espermatozoides (Patassini 
et al., 2013; Oliva y Castillo, 2011). Un ejemplo es el estudio de la JC-1, un 
marcador de la función normal de la mitocondria de los espermatozoides. El estatus 
mitocondrial es importante para la producción de ATP en la mitocondria, clave para 
el movimiento del espermatozoide. La JC-1 está localizada normalmente en 
agregados dentro de la mitocondria, si no hay un buen potencial de membrana 
puede liberarse al citosol, de este modo, su detección en esta ubicación nos indica 
una pérdida de la integridad de la membrana mitocondrial, siendo éste uno de los 
desencadenantes de la apoptosis (Paoli et al., 2011). Otro marcador de la entrada 
de la célula en muerte celular es la translocación de la fosfatidilserina desde la 
membrana interna a la externa citoplasmática que puede detectarse mediante 
citofluorimetría. (Barroso et al., 2002). 
 
 Diversos estudios proteómicos sobre la expresión de determinados genes y 
su implicación en diferentes procesos celulares nos pueden aportar información 
sobre la buena o la defectuosa función espermática, como son los genes 
proapoptóticos que favorecen, desencadenan o se relacionan con la entrada de la 
célula en el proceso de muerte programada (Aziz et al., 2007), y los antiapoptóticos 
o genes de supervivencia celular (Cisternas y Moreno, 2006, Sakkas et al., 2002). 
Se han publicado estudios en los que se ha buscado una expresión proteica 
diferencial en diferentes grupos de varones (Martínez-Heredia et al., 2008, Thacker 
et al., 2011). Dentro de los llamados genes de supervivencia celular se encuentra el 
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gen responsable de la codificación de la proteína clusterina.  
 
A nivel metabolómico, se están desarrollando estudios pioneros para 
encontrar biomarcadores de la infertilidad masculina (Deepinder et al., 2007; 
Courant et al., 2013). Hay un reciente interés por relacionar la presencia de altos 
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) con alteraciones en la madurez 
espermática. Los ROS son metabolitos de oxígeno que incluyen al anión superóxido, 
al peróxido de hidrógeno, a los radicales hidroxilos, al radical hidro-peróxido y al 
oxido nítrico. Estos metabolitos oxigenados son mediadores de la función normal 
del espermatozoide que están implicados en el proceso de la capacitación y de la 
reacción acrosómica (O´Flaherty et al., 2005). Un incremento de ROS provoca daño 
oxidativo que influye a nivel de lípidos, proteínas y ADN, lo que se traduce en un 
descenso de movilidad, daño en la membrana acrosómica y en la reducción de la 
capacidad fecundante en el espermatozoide (Aitken et al., 2014). Por lo que se ha 
detectado mayor producción de ROS en espermatozoides con una cabeza anormal, 
en los cuales, además, la producción de ROS es diferente según el estadio de 
madurez que presenten. Un estudio pionero presentado en la Sociedad Americana 
de Medicina Reproductiva en 2006 por el grupo de Agarwal, demostró el papel 
potencial del perfil metabolómico, estableciendo biomarcadores de estrés oxidativo 
como herramienta diagnóstica para evaluar la funcionalidad y calidad del semen. La 
existencia de  biomarcadores de estrés oxidativo, se consideró el primer paso de la 
metabolómica como herramienta diagnóstica (De Iuliis et al., 2006). 
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5. Clusterina 
  
 La clusterina fue descrita por primera vez por Murphy et al. en 1988, en 
células de Sertoli de rata, cuyo genoma presenta una gran similitud con el humano. 
Es una glicoproteína heterodimérica presente en diferentes especie animales y en 
todos los fluidos corporales. Interviene en diferentes procesos como pueden ser la 
regulación del complemento, el metabolismo y transporte de los lípidos, los 
mecanismos de adhesión y secreción celular, la remodelación de membranas, la 
inmunoregulación, la muerte celular programada (Pearse et al., 1992; Dubin y 
Stoppani, 2000), el desarrollo neuronal y la fisiología reproductiva masculina (Atlas-
White et al., 2000). 
 
 
 En humanos, encontramos diferentes homólogos: APOJ (apolipoproteína J) 
(Michel et al., 1997); SP-40,40 (proteína asociada al complemento SP40) 
(Kirszbaum et al., 1989); gp80; glicoproteína III; SGP-2 (glicoproteína sulfatada 2) 
(Sensibar et al., 1993); TRPM-2 (mensajero prostático represor de testosterona-2) 
(Buttyan et al., 1989); T64; XIP8 (proteína 8 inducida por radiación) (Yan et al., 
1999), también conocida como KUB1 (Yang et al., 1999); NA1/NA2 (proteína 
asociada a lipoproteína de alta densidad) (James et al., 1991); CLI (inhibidor de la 
lisis del complemento) (Jenne et al., 1991).  
 
 
 
5.1.   Gen de la clusterina y productos de transcripción. 
 
 
  La clusterina humana es una proteína altamente conservada de 80 Kilo 
Dalton (kDa) y 449 aminoácidos (Aas). Está localizada en el cromosoma 8, brazo 
corto: p12 y p21 (8p21.3-p12), en la banda negativa entre las pares de bases (pb) 
27510369 y 27528244 (Figura 1). Su ARN mensajero (ARNm) es de 2 Kilo bases 
(Kb) aproximadamente (Fink et al., 1993). 
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Figura 1: Localización cromosómica de la clusterina.  
Fuente: http://bioinfo.weizmann.ac.il/cards-bin/carddisp?CLU 
 
 
 
 Se organiza en 9 exones y 8 intrones, siendo el tamaño de los exones desde 
47 pb (exón 1) a 412 pb (exón 5), comprendiendo un total de 16580 pb (17.875 
Kb). Se ha observado la existencia de una región del ADN rica en nucleótidos 
guanina y citosina, susceptibles de metilación y posterior expresión del gen de 
clusterina. La proteína puede sufrir alteraciones (glicosilaciones) en su procesado, 
relacionadas con una función protectora celular (Stewart et al., 2007). 
 
 En humanos y chimpancés, se ha producido una reciente actualización en el 
GenBank5, describiéndose dos isoformas de la transcripción del gen, la Isoforma 1 y 
la Isoforma 2 (NM_001831.2 y NM_203339.1, respectivamente), que se forman a 
partir de dos sitios de inicio de transcripción alternativos (Rizzi et al., 2009). 
Además, se ha descrito una tercera transcripción, la Isoforma 11036, a partir de la 
base de datos ASAP (Alternative Splicing Annotation Project) (Lee et al., 2003). 
Estos tres principales transcritos del gen dan lugar a tres productos de transcripción 
que tienen 9 exones, 8 intrones y un extremo terminal 3´-UTR. Cada uno de los 
transcritos tienen un único y propio exón 1, pero comparten la secuencia desde el 
exón 2 hasta exón 9 (Fig. 2), probablemente tienen inicios de transcripción 
diferentes, por lo tanto la teoría de que la trascripción del gen de la clusterina 
(CLU)6 produzca una transcripción única ha quedado obsoleta. Estas tres principales 
formas de transcripción, aunque están estrechamente relacionadas, es muy 
probable que tengan diferentes funciones y distintas localizaciones (Moretti et al., 
2007; Zhang et al., 2006). 
 
                                                 
5 Base de datos de acceso abierto, donde se publican todas las secuencias de nucleótidos y sus 
traducciones a proteínas. 
6 CLU abreviatura gen de la clusterina. 
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Figura 2: Clusterina: gen y transcritos. A: Esquema del gen en el cromosoma 8 en humanos, las 
fracciones negras representan los exones del 2 al 9, comunes en todos los trasncritos. Las fracciones 
grises representan el exón 1 de las diferentes variantes; (1_1) Exón 1 de Isoforma 1, (1_2) Exón 1 de 
Isoforma 2, (1_3) Exón 1 de Isoforma 11063. B: Esquema de las variantes conocidas de ARNm de CLU.  
 
 
5.2. Isoformas de la clusterina. 
 
 
 La clusterina es una proteína sérica que presenta distintas isoformas, en 
función del compartimento celular en el que se localice. El pool de clusterina 
secretado al exterior celular se denomina clusterina de secreción (sclu), mientras 
que otras isoformas de clusterina se observan en el núcleo o citoplasma celular 
denominándose clusterina nuclear (nclu) o clusterina citoplasmática (cclu) (Leskov 
et al., 2003; O´Sullivan et al., 2003; Scaltriti et al., 2004; Caccamo et al., 2006; 
Shannan et al., 2006; Nizard et al., 2007). Se expresa en la mayoría de los tejidos 
de los mamíferos y es de las proteínas mayoritarias en los fluidos fisiológicos 
incluyendo plasma, líquido cefalorraquídeo, orina, semen y leche materna.  
 
 La traducción del precursor de sCLU, se produce desde el primer codón AUG 
del ARNm de clusterina y es transportado al retículo endoplasmático rugoso (RER) 
mediante la cadena del péptido señal, posteriormente es cortado y glicosilado en el 
aparato de Golgi. El resultado es una proteína de secreción de aproximadamente 
75-80 kDa con 5 enlaces disulfuro entre las subunidades α y β (Choi-Miura et al., 
1992). La secreción de la proteína se produce mediante la liberación de vesículas 
secretoras por rutas no reguladas a través de un receptor endocítico, el LRP-2. Ha 
sido muy estudiada y prácticamente todo lo que se conoce de la clusterina es de la 
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forma secretada. 
 
 A su vez, el precursor de la clusterina nuclear (pnCLU) no sufre rotura ni 
glicosilación y permanece en el citoplasma de la célula normal en forma inactiva, 
hasta que determinados estímulos la activan y transforman, volviendo al núcleo en 
su forma madura (nCLU)7. Se ha descrito una señal de localización nuclear (NLS) 
en la clusterina nuclear, entre los aminoácidos 72-81, secuencia que incorpora 
regiones ricas en aminoácidos básicos. 
 
 Funcionalmente, la sCLU protege a las células contra los agentes citotóxicos 
que inducen apoptosis, y nCLU inhibe el crecimiento celular y la supervivencia, 
actuando como una señal a favor de la muerte celular. 
 
 
5.3. Expresión de la clusterina. 
 
  
 La expresión de la clusterina está regulada de forma muy específica en cada 
tipo de tejido, dada la amplia variación en los niveles de expresión en diferentes 
tejidos. Esta proteína es capaz de interaccionar con un gran rango de moléculas y 
está implicada en multitud de procesos biológicos, como se ha indicado antes (ver 
apartado 5). Su expresión puede ser de forma constitutiva o inducible dependiendo 
del tejido en el que se encuentre y de la función que realice (Wong et al., 1994). 
Entre las proteínas con capacidad de interacción con la clusterina destacan: la 
proteína A4 β-amiloide (Boggs et al., 1996; Hammad et al., 1997); proteína 1 
asociada a clusterina (Takahashi et al., 2004); componentes 7, 8 y 9 del 
complemento (Jenne et al., 1991); Ku-70 (Yang et al., 1999; Leskov et al., 2003); 
leptina, receptores lipoprotéicos y apolipoproteínas (Bajari et al., 2003; Jenne et al., 
1991); receptor del factor de crecimiento tumoral-β (Reddy et al., 1996); 
metaloproteinasas de la matriz celular (Matsuda et al., 2003). 
 
La expresión de clusterina es modulada por una serie de elementos como 
son citoquinas, factores de crecimiento y agentes inductores de estrés. Estos 
últimos se pueden originar por un cambio en el estado o actividad de la célula 
debido a factores como la variación en la circulación, secreción, producción de 
enzimas, expresión génica, agentes quimioterápicos y radiación ionizante y 
                                                 
7 Aproximadamente 55 kDa tras un splicing alternativo del codón AUG del segundo ORF (marco abierto 
de lectura) (Shannan et al., 2006). 
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ultravioleta. 
 
 También se ha encontrado una mayor expresión de clusterina en algunas 
situaciones patológicas donde se produce una anormal muerte o proliferación 
celular (Kwan-Hee et al., 2003), la retinitis pigmentosa (Wong et al., 1994), 
gliomas, glomerulonefritis, infarto de miocardio (Trougakos et al., 2002) y artritis 
reumatoide (Devauchelle et al., 2006), también se incluyen estados degenerativos 
como el Alzheimer (Calero et al., 2005; Wu et al., 2012). Se ha encontrado una 
correlación entre la expresión de clusterina citoplasmática y diferentes tipos de 
cáncer, como son los de colon (Redondo et al., 2010), mama (Redondo et al., 2007 
y 2009; Biroccio et al., 2005), próstata (Califice et al., 2004), testículo (Tang et al., 
2013), laringe (Redondo et al., 2006), faringe (Zhang et al., 2003), pulmón (Cao et 
al., 2005), riñón (Kurahashi et al., 2005), páncreas (Mourra et al., 2007; Xie et al., 
2002), cérvix (Lokamani et al., 2011), ovario (Hassan et al., 2011), esófago (He et 
al., 2004), carcinoma hepatocelular (Kang et al., 2004; Aigelsreiter et al., 2009), 
melanoma (Hoeller et al., 2005; Shannan et al., 2006) y linfomas (Saffer et al., 
2002).  
 
 
5.4.  Función de la clusterina 
 
 
 Como ya hemos dicho anteriormente esta proteína interviene en multitud de 
procesos fisiológicos, tanto en una función normal de la célula como en diferentes 
situaciones patológicas, por tanto dicha función dependerá del tipo de célula en que 
se exprese y de los mediadores que la regulen e interaccionen con la misma. 
 
- Protección celular 
 
 La clusterina nuclear interviene en el mantenimiento celular, así como en la 
inducción de la apoptosis tanto en células somáticas como germinales (Yang et al., 
2000; Leskov et al., 2003; Rodríguez et al., 1997; French et al., 1994). En cambio, 
un estímulo celular induce la sobreexpresión de clusterina citoplasmática o de 
secreción, con efecto antiapoptótico, interviniendo en el proceso carcinogénico 
(Gleave et al., 2001; Bettuzi et al., 2002; Redondo et al., 2010), y poniendo de 
manifiesto el papel de la proteína como inhibidor del proceso de apoptosis celular  
(Sensibar et al., 1993; Bettuzzi et al., 2000).  
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 La clusterina de secreción es una chaperona que posee función protectora 
celular (Klock et al., 2009). Uno de sus mecanismos de acción es el marcado de 
moléculas extracelulares que provoca que diversas células sean endocitadas y 
degradadas por los lisosomas (Morales et al., 1996; Stewart et al., 2007). Otro 
mecanismo de acción consiste en interaccionar con determinadas proteínas e inhibir 
su precipitación frente a estímulos de estrés (Ponn et al., 2000; Humphreys et al., 
1999; Dumont et al., 2002). El grupo de Strocchi defiende, en un estudio publicado 
en 2006, que un aumento de la expresión de clusterina puede ser una defensa 
fisiológica para reducir el daño celular durante una situación de estrés oxidativo 
celular.  
 
 La clusterina también ejerce un efecto protector frente al daño inflamatorio y 
apoptótico ocasionado por la pancreatitis (Savković et al., 2007). Se ha confirmado  
una función neuroprotectora de la clusterina por estudios en los que se ha visto que 
actúa como marcador de reactividad glial en astrocitos de células infectadas por el 
virus del SIDA (Torres-Muñoz et al., 2001) y en células cerebrales isquémicas 
(Wiggins et al., 2003). Se ha demostrado que la sobre-expresión de clusterina por 
células H9c2 isquémicas activas ejerce un efecto protector frente a la isquemia 
cardíaca (Krijnen et al., 2005). Strocchi en 2006 añadió que el ARNm de CLU y su 
sobre-expresión están involucrados en la citoprotección y la remodelación de tejidos 
debido al intento de las células de protegerse en condiciones localizadas de estrés 
(Viard et al., 1999). Actualmente se ha relacionado la clusterina con un efecto 
citoprotector frente a los rayos ultravioleta, mediante la interacción de la proteína 
con la elastina del tejido dañado, inhibiendo la precipitación de esta y el daño 
celular (Janig et al., 2007). 
 
- Envejecimiento celular  
 
 Durante el envejecimiento celular, el nivel de clusterina en la célula es 
mayor. Diferentes estudios coinciden en que esta proteína está implicada en la 
regulación específica de la señal, siendo su función y lugar de acción diferente en 
células normales y cancerosas. Se discute el papel de apolipoproteína J (ApoJ)8 
durante la senescencia celular y tumorogénesis, especialmente bajo las diversas 
formas de la proteína intracelular y su interacción con las moléculas que participan 
en la transducción de señales y reparación del ADN, aumentando la posibilidad de 
que su sobre-expresión durante la senescencia celular podría causar una 
predisposición al cáncer (Trougakos y Gonos, 2002).  
                                                 
8 Homologo de clusterina (ver apartado 5). 
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 En 2011, Schrijvers et al. publicaron un trabajo en Journal of American 
Medicinal Association que muestra la correlación existente entre una alta expresión 
de clusterina con enfermedades degenerativas como el Alzheimer, patología donde 
es importante el factor del envejecimiento celular. 
 
- Remodelación de la membrana y metabolismo lipídico 
 
 Se ha descrito que la ApoJ puede unir lípidos, siendo un componente de las 
lipoproteínas de alta densidad (HDL) junto con la Apo A-I (De Silva et al., 1990). 
Tiene un papel protector frente a la arterosclerosis debido a su implicación en el 
transporte de colesterol al hígado (Hamada et al., 2011). En un estudio reciente se 
ha demostrado que la clusterina inhibe la acumulación hepática de lípidos a través 
de la inhibición de la expresión de SREBP-1, sugiriendo que regula negativamente 
la expresión de SREBP-1C y la lipogénesis hepática (Hye-Young et al., 2013). 
 
- Interacciones célula-célula en la agregación celular  
 
 Un experimento realizado por el grupo de Tung en 1992, comparó la 
respuesta de eritrocitos independientes en un anclaje con células TM49, con el fin 
de mantenerse en cultivo en presencia de varios sustratos elegidos, para mejorar 
las interacciones célula-sustrato o para disminuir las interacciones célula-sustrato. 
Los resultados mostraron que, al someter los cultivos a la presencia de clusterina, 
la agregación de eritrocitos era independiente de la naturaleza del sustrato. En 
contraste, la adición de clusterina resultó, en agregación de células TM4, 
dependiente de anclaje sólo cuando las interacciones célula-sustrato eran débiles. 
Estos resultados demuestran el papel de la clusterina para suscitar la interacción 
célula-célula. La clusterina promueve la adhesión celular al mismo nivel que la 
fibronectina, cuando se producen rupturas de microtúbulos o microfilamentos. Así, 
en lesiones hepáticas cuando se inhiben las interacciones entre células y sustrato se 
produce una inducción del ARN mensajero de CLU (Silkensen et al., 1996). 
 
- Reproducción 
 
 Ya en 1984, se realizó un estudio en próstata de ratas donde tras su 
castración, se midió el nivel de expresión de la proteína y se detectó un alto 
incremento relacionado con la inducción de la apoptosis en el epitelio (Fritz et al., 
                                                 
9 Línea celular derivada de células de testículo de ratón neonatales dependientes de anclaje. 
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1983). El estudio de la expresión de clusterina en próstata desde entonces, se ha 
ampliado tanto en situación normal, como en una situación carcinogénica. Un 
estudio publicado por  el grupo de Cochrane en 2007 sugiere que los andrógenos 
pueden ser citoprotectores en las células epiteliales prostáticas humanas, debido a 
la regulación de la clusterina, tanto en una situación normal, como en la progresión 
del cáncer de próstata independiente de andrógenos. Además, también está clara 
su implicación en el proceso de espermatogénesis y madurez del espermatozoide 
(O´Bryan et al., 1990 y 1994; Ibrahim et al., 2000 y 2001).  
 
 
5.5. Papel de la clusterina en cáncer. 
 
 
 Describir la funcionalidad de esta proteína nos lleva necesariamente a hablar 
del papel que desempeña en el desarrollo del cáncer (Serrano et al., 2009; Koltai, 
2014). Se ha descrito ampliamente su implicación en diferentes tipos de cáncer 
(Redondo et al., 2000; Califice et al., 2004; Hoeller et al., 2005; Shannan et al., 
2006; Aigelsreiter et al., 2009), ejerciendo una sorprendente doble y opuesta 
funcionalidad. La clusterina ejerce un papel supresor del tumor (Chaiwatanasirikul y 
Sala, 2011), así como una supresión sobre el factor nuclear kappa B (NF-KB), 
factor de transcripción esencial en el proceso de supervivencia y proliferación 
celular. De hecho, en ratones knowout10 para el gen de CLU, se ha demostrado una 
mayor susceptibilidad al cáncer (Thomas-Tikhonenko et al., 2004; Bettuzzi et al., 
2009; Chayka et al., 2009). Pero en otros estudios se describe un incremento de 
clusterina durante algunos tipos invasivos de cáncer, ejerciendo esta proteína como 
oncogen. Esta doble funcionalidad puede deberse a que realiza diferentes funciones 
según su localización. La clusterina nuclear presente en la célula promueve la 
apoptosis celular. Una sobre-expresión de la misma actúa como una señal pro-
apoptótica, inhibiendo la proliferación y el crecimiento celular, lo que hace pensar 
que su expresión debe estar marcada por esta situación patológica.  
 
 Hay dos modelos para explicar cómo el gen CLU podría ser regulado en 
diferentes tumores. En uno de ellos, actúa como oncogén causando una alteración 
de la señalización intracelular que da lugar a la activación del gen CLU; en el otro 
modelo, se provoca la liberación de moléculas de señalización que modifican la 
expresión del gen CLU debido al microambiente en el tejido tumoral durante el 
                                                 
10  Ratones a los que se ha inactivado o eliminado experimentalmente uno o más genes, son usados  
para estudiar la función del gen que les falta. 
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inicio de la apoptosis (Pucci y Bettuzzi, 2009). 
 
 
5.6. Presencia de clusterina en el tracto reproductor masculino. 
 
 
 Clusterina es una proteína multifuncional, descrita por primera vez en los 
tractos reproductivos de rata, carnero y búfalo (O´Bryan et al., 1990 y 1994; 
Ibrahim et al., 2000 y 2001). En humanos se encuentra presente tanto en tejido 
testicular normal como anormal, se asocia con las células de Sertoli y del epidídimo, 
con el lumen y células germinales. Y a nivel celular, se asocia con complejos de 
Golgi proacrosomal y cuerpos residuales. Su presencia es generalizada en el tracto 
reproductivo masculino humano, por lo que desde el inicio se consideró que muy 
probablemente tendría un papel en la propia espermatogénesis. (O`Bryan et al., 
1994, Wong et al., 1994; Andresen et al., 2003). 
 
 El aumento de la apoptosis, como consecuencia de una disminución en la 
producción de testosterona, puede provocar también el aumento de la muerte 
programada de las células germinales y la posibilidad de infertilidad. En las células 
de Leydig es fundamental el proceso de apoptosis para su desarrollo y maduración. 
Varios genes están involucrados en la regulación de estas células, codificando 
diferentes proteínas: SCF/c-kit, Bcl-2 y Bcl-xl que inhiben la apoptosis; y en 
contraposición la caspasa-3, Fas, Bax y la clusterina que estimulan dicho proceso 
(Yuan y Xu, 2000). 
 
 
5.7. La clusterina en el espermatozoide. 
 
 
  La clusterina en el espermatozoide también es muy abundante (Atlas-White 
et al., 2000). Es sintetizada por las células de Sertoli y del epidídimo en forma 
heterodimérica de aproximadamente 80 kDa, secretándose al medio (Mattmueller y 
Hinton, 1990). En el proceso de maduración del espermatozoide, durante su paso a 
través del testículo y epidídimo, esta clusterina secretada se une al espermatozoide 
(Howes et al., 1998; Sylvester et al., 1991; Jia et al., 2009; Han et al., 2012), 
donde experimenta una disminución de tamaño y presenta glicosilaciones en su 
molécula (Genevieve et al., 2009).  
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 Las primeras uniones a espermatozoides aún inmaduros se hacen en toda la 
superficie del mismo (Sylvester et al., 1991; Jones y Jomary, 2002). Se creía en un 
primer momento que durante el proceso de maduración espermática la proteína iba 
migrando en su localización, quedando ubicada en la zona del acrosoma cuando el 
espermatozoide alcanzaba su madurez. Recientemente se ha visto que no es así, 
sino que una vez que se ha producido la formación del acrosoma y la madurez 
espermática, esa clusterina inicial unida a todo el espermatozoide se desprende y 
origina la síntesis de una nueva isoforma producida por el propio espermatozoide y 
localizada en el acrosoma (Han et al., 2012). La clusterina acrosomal está 
relacionada con la formación y contenido del acrosoma, de forma que una de las 
funciones primarias de la clusterina en el espermatozoide estaría relacionada con la 
integridad, estabilidad, reparación y remodelación de la membrana plasmática 
(Toshimori, 1998; Genevieve et al., 2009). Al interaccionar con dominios 
hidrofóbicos extra e intracelularmente, tiene un papel importante en la 
remodelación de la membrana plasmática durante la madurez espermática. Por este 
motivo, se cree que la clusterina acrosomal, una vez producida la reacción 
acrosómica, interviene en las interacciones espermatozoides-ovocito durante el 
proceso de fecundación (Atlas-White et al., 2000), ya que está implicada en el flujo 
de lípidos en la membrana plasmática del espermatozoide tras la capacitación.  
 
 Se ha descrito que en espermatozoides anormales morfológicamente, la 
clusterina se expresa en toda su superficie (Ibrahim et al., 2000) y que es diferente 
a la que se expresa en espermatozoides con morfología normal. Esto ocurre porque 
en gran medida en muchos de estos espermatozoides anormales no se ha 
producido bien la formación del acrosoma o aún son inmaduros (O´Bryan et al., 
1994).  
 
 En muestras seminales donde se observan abundantes aglutinaciones de 
espermatozoides, se detecta un mayor nivel de clusterina (Carlsson et al., 2004), 
esto se puede traducir en que la clusterina está implicada en la unión de 
espermatozoides entre sí, lo que les dificultará su movimiento (O´Bryan et al., 
1990) y, por tanto, su capacidad para fecundar un óvulo. 
 
Existen, además, diferentes estudios que relacionan la expresión de clusterina 
con varones con un seminograma alterado y con el espermatozoide anormal: 
 
Martínez-Heredia y  su grupo en 2008, realizaron un interesante trabajo, con 
el fin de encontrar marcadores de expresión proteica en varones teóricamente 
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infértiles por un seminograma alterado. En concreto compararon varones con 
seminograma normal, con pacientes con una astenozoospermia diagnosticada. 
Realizaron un estudio de 101 proteínas, las cuales se habían relacionado con alguna 
función del espermatozoide como la propia espermatogénesis, el movimiento e, 
incluso, el proceso de fecundación en su unión al óvulo. Se realizó el estudio 
mediante espectrometría de masas. La comparación de todas las proteínas condujo 
a un grupo de 17, que aumentaban o disminuían, al comparar el grupo de donantes 
con el de pacientes con movilidad espermática alterada. En concreto, se detectó un 
aumento de clusterina.  
 
En 2011, otro grupo (Zalata et al.) publicó que en muestras de semen de 
hombres infértiles se apreciaba un incremento de expresión del gen de CLU. 
Concretamente se observó en pacientes con la movilidad y la morfología alterada 
en el seminograma. Varones en los que además se observó un incremento en el 
índice de fragmentación del ADN. La expresión seminal de clusterina puede ser un 
marcador sustituto para el estrés oxidativo seminal. 
 
Muy recientemente, en 2012 y durante la realización de este trabajo se 
publicó un estudio por el grupo de Han, en el que se sugirió la localización de la 
clusterina en el espermatozoide normal. En concreto, la determinación se realizó en 
la fracción de espermatozoides obtenida tras el procesado de la muestra por 
gradientes de densidad. Después del tratamiento de permeabilización, mediante 
fluorescencia, se observó la proteína en la cabeza de los espermatozoides, en la 
región post-acrosomal. Este grupo publicó la existencia de una proteína localizada 
en la membrana interna de espermatozoide normal, la cual consideran diferente, 
aunque con una estructura molecular similar a la sintetizada por el epidídimo y 
testículo. Esta forma de clusterina en la membrana interna puede ser sintetizada 
durante el proceso de espermatogénesis en el espermatozoide normal. 
 
Por tanto, parece ser que hay una diferencia de expresión proteica entre el 
espermatozoide normal y el anormal. Reflejándose probablemente en una diferente 
expresión entre varones fértiles con respecto a los que no lo son. Este resultado 
abre un interesante campo de estudio. 
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JUSTIFICACIÓN  
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Actualmente se ha demostrado que hallazgos en el estudio del seminograma 
no siempre justifican la presencia de problemas reproductivos de origen masculino. 
Pacientes con valores normales pueden llegar a un fallo de fecundación completo 
incluso bajo técnicas de fecundación in vitro, por tanto, resultados de normalidad 
en un estudio de semen no garantizan la capacidad fecundante de un varón. 
Además, el estudio básico seminal no nos permite actualmente distinguir con 
absoluta certeza entre varones fértiles o no, sólo se detectan determinadas 
anormalidades. Por esto, es preciso profundizar en los factores relacionados con la 
capacidad fecundante de los espermatozoides, ampliando el estudio del semen 
mediante técnicas basadas en la biología celular y la genética. 
 
 Desde el año 2011, nuestro servicio además de la actividad asistencial, 
desarrolla una actividad investigadora en el campo de la reproducción asistida. 
Como se ha indicado antes, es posible que haya factores genéticos que puedan 
explicar la infertilidad masculina, incluso en pacientes donde a priori los criterios 
clásicos han diagnosticado normalidad, por ello el objetivo general de este trabajo 
será el estudio de la clusterina como un nuevo factor predictor de la capacidad fértil 
del varón, ya que el grado de expresión de esta proteína, presente en 
espermatozoides, podría relacionarse con los resultados de pruebas diagnósticas, 
como el seminograma e, incluso, con el éxito de un tratamiento de fecundación in 
vitro, estudiando el grado de expresión del ARN mensajero y la localización de dicha 
proteína.  
 
El proyecto de investigación del que nace esta tesis doctoral fue evaluado 
por el Comité ético de nuestro centro en Febrero de 2012 (Anexo I). El cuál lleva 
por título “Estudio de genes de supervivencia en espermatozoides y relación con la 
tasa de fertilidad”. 
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OBJETIVOS 
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 Para conseguir el objetivo general, mencionado anteriormente, en este 
trabajo se plantean los siguientes objetivos concretos: 
1.- Describir la localización y el grado de expresión de clusterina en 
espermatozoides. 
2.- Determinar si existe relación entre la expresión de clusterina y las variables 
dadas por un seminograma.  
3.- Estimar si existen diferencias de expresión entre los diferentes grupos de 
estudio (el grupo control y el grupo de pacientes). 
 
4.- Determinar si existe relación entre la expresión de clusterina y los resultados 
obtenidos tras un tratamiento de fecundación in vitro. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
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1. Diseño del estudio. 
 
 
 Con la finalidad de alcanzar los objetivos planteados, se ha diseñado un 
estudio experimental para evaluar la expresión de clusterina en el espermatozoide, 
mediante inmunohistoquímica y el estudio de expresión génica por qRT-PCR. Y un 
análisis de los datos recogidos a partir de los resultados obtenidos tras los 
tratamientos de fecundación in vitro.   
 
 Se han tomado dos grupos de estudio, un grupo de varones fértiles (grupo 
control) y un grupo de varones infértiles incluidos en nuestro programa de 
fecundación in vitro. En ambos grupos se ha estudiado la expresión de clusterina en 
los espermatozoides de un eyaculado y la relación, si hubiera, entre dicha expresión 
y los resultados de un seminograma. Se han comparado ambos grupos con el fin de 
describir si hay una expresión de clusterina diferente. Y por último, solo en el grupo 
de varones infértiles, se ha estudiado si existe relación entre los resultados del 
tratamiento de fecundación in vitro al que se han sometido junto a sus parejas y la 
expresión de nuestra proteína de estudio.   
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2. Ámbito de estudio. 
 
 
 La Agencia Sanitaria Costa del Sol es una organización pública sanitaria que 
pertenece a la Junta de Andalucía y depende de la Consejería de Salud y Bienestar 
Social. Es parte integrante del Sistema Sanitario Público de Andalucía junto al 
Servicio Andaluz de Salud (SAS) y del resto de Agencias Públicas Sanitarias. Está 
integrada por el Hospital Costa del Sol, Hospital de Alta Resolución de Benalmádena 
y Centro de Alta Resolución de Especialidades de Mijas. 
 
 El ámbito territorial del Hospital Costa del Sol está delimitado por los 
municipios de Benahavis, Casares, Estepona, Fuengirola, Istán, Manilva, Marbella, 
Mijas y Ojén. La población del área de referencia del Hospital Costa del Sol (HCS) 
asciende a 387.026 habitantes, según la última actualización del padrón por el 
Instituto Nacional de Estadística realizada en Enero de 2011. El Hospital de Alta 
Resolución de Benalmádena atiende a la población de esta localidad, censada en la 
misma fecha en 63.788 habitantes. 
 
 El Hospital Costa del Sol es un centro de asistencia sanitaria especializada en 
docencia e investigación en ciencias de la salud, situado en Marbella. Su cartera de 
servicios abarca numerosas áreas clínicas especializadas, incluyendo procesos de 
máxima complejidad. 
 
 La Unidad de Reproducción Asistida del Hospital Costa del Sol, se estableció 
en 2008, cuando además de conseguir una ubicación física como tal, se ampliaron 
también los recursos técnicos y humanos. Se constituyeron dos ejes 
fundamentales, la parte clínica integrada por ginecólogos del servicio de ginecología 
y obstetricia de este hospital, cuyo responsable y director de la Unidad es el Dr. 
Juan Manuel Marín, y la parte analítica y biológica que constituyó el Laboratorio de 
Reproducción cuya responsable es la Dra. María Luisa Hortas, Directora del Área 
Integrada de Gestión de los Laboratorios Clínicos de nuestro centro. La formación 
de este equipo multidisciplinar y la formación de un laboratorio independiente, pero 
integrado en el Servicio de Laboratorios Clínicos de nuestro hospital, permitió la 
ampliación de la cartera de servicios incluyendo, entre otros procesos, los 
tratamientos de fecundación in vitro. En estos años, la unidad de reproducción ha 
realizado un total de 800 ciclos de inseminación intrauterina y 480 ciclos de 
fecundación in vitro, con los que hemos llegado a alcanzar un actual porcentaje de 
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embarazo del 17% y 39% respectivamente, atendiendo a más de 2200 parejas que 
han acudido a nuestra consulta por problemas de esterilidad. Y se han realizado en 
nuestro laboratorio más de 3300 espermiogramas, prueba diagnóstica básica para 
identificar la infertilidad masculina.  
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3. Sujetos a estudio:  
 
 Realizamos un estudio multicéntrico en el cual se seleccionaron 90 pacientes 
que se habían sometido a un tratamiento de fecundación in vitro junto a sus 
parejas entre Marzo de 2011 y Enero de 2013, de ellos, 75 pacientes se 
diagnosticaron y se trataron en el Hospital Costa del Sol de Marbella, los restantes 
en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada.  
 
El grupo control estaba formado por 36 pacientes entre 30-55 años con un 
seminograma normal y fertilidad probada que acudieron a nuestro Hospital para un 
estudio andrológico de rutina en el mismo período. Estos pacientes no estaban 
incluidos en nuestro programa de reproducción asistida. 
 
Todos los varones de ambos grupos firmaron un consentimiento informado, 
para ser incluido en el estudio. 
 
  Los criterios de inclusión para el primer grupo fueron:  
 
 1. Varones entre 28-55 años, diagnosticados o no con un factor masculino que 
estaban dentro del programa de fecundación in vitro.  
 
2. Ambos miembros de la pareja debían seguir los criterios de inclusión 
previamente establecidos por la Unidad de Reproducción, siguiendo las 
recomendaciones de la Guía de Reproducción Humana Asistida del Servicio Andaluz 
de Salud, los cuales son: 2a. Parejas con esterilidad primaria. 2b. Mujer menor de 
40 años que presenta alguna de las indicaciones establecidas para este tratamiento, 
realizando en nuestro centro un tratamiento de fecundación in vitro. 
 
  Se excluyeron de nuestro programa y, por tanto, del estudio las parejas que 
cumpliendo los requisitos anteriormente citados y después del estudio básico de 
esterilidad, presentaban indicación para donación de óvulos, diagnóstico genético 
preimplantacional (DPG) o eran pacientes serodiscordantes, ya que eran derivadas 
a otros centros para la realización de su tratamiento. También fueron excluidos los 
pacientes que estando en programa de reproducción estaban diagnosticados como 
azoospérmicos o criptozoospérmicos, ya que realizaron su tratamiento de 
reproducción utilizando espermatozoides procedentes de una biopsia testicular o 
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donación de semen. Y por último, los pacientes que, al realizar la extracción de 
óvulos a sus parejas, o no se obtuvieran o estos resultaran no aptos para la 
inseminación.  
 
  El diseño del trabajo, obtención de muestras y procesado experimental se 
llevó a cabo según las directrices de la Ley de Investigación Biomédica (14/2007, 3 
de Julio). 
 
Todo el tratamiento de datos personales se realizó, siguiendo la legislación 
actual para la protección de información concerniente a personas físicas 
identificadas o identificables (Protección de Datos de Carácter Personal, Ley 
Orgánica 15/1999, 13 de Diciembre).  
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4. Técnicas de Laboratorio. 
 
 
El grupo de pacientes entregó una muestra de semen, obtenida mediante 
masturbación, el mismo día que se había programado la extracción de óvulos a sus 
parejas. Se les exigió que respetaran las instrucciones de recogida tal y como se 
describen en la petición de la prueba (Anexo II. Petición de estudio andrológico). La 
muestra se procesó y se usó ese mismo día para la inseminación de los óvulos de 
su pareja mediante la técnica de microinyección. De cada una de las muestras, 
además, se tomó una alícuota (1,5 ml) para la realización de nuestro estudio. En el 
caso del grupo control, todos los pacientes entregaron una muestra de eyaculado 
para un control seminológico rutinario bajo las mismas condiciones que el grupo 
anterior, también se tomó una alícuota de 1,5 ml de muestra para el estudio. 
 
 A cada muestra se le realizó un seminograma completo siguiendo las 
recomendaciones publicadas por las OMS (WHO Laboratory Manual for the 
examination and processing of Human Semen, 2010), utilizando para el estudio de 
concentración y movilidad espermática un sistema de contaje automático (CASA-
SCA, microptycs). A continuación, la alícuota fue centrifugada, eliminándose 
posteriormente el plasma seminal, se realizó el estudio de morfología para 
completar el seminograma y una extensión en porta para realizar la técnica de 
inmunohistoquímica. La muestra sobrante se congeló mediante el procedimiento 
habitual y se mantuvo sumergida en nitrógeno líquido para el posterior estudio 
transcriptómico por reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real 
(Quantitative Real Time-Polymerase Chain Reaction, qRT-PCR). 
 
4.1. Seminograma. Estudio del factor masculino. 
 
 
 El seminograma es una prueba diagnóstica de la calidad del semen. Su 
finalidad es diagnosticar la fertilidad del varón y detectar problemas de esterilidad 
masculina. Para la realización de esta prueba el paciente debe aportar al laboratorio 
una muestra de eyaculado, obtenida mediante masturbación y recogida en un bote 
estéril. La recogida de la muestra debe realizarse después de haber transcurrido 
entre 4 y 6 días de abstinencia, para que los resultados sean fiables y óptimos. Se 
efectúa tanto un análisis macroscópico como microscópico del semen. En el examen 
macroscópico se evalúan las siguientes características: viscosidad, licuefacción, 
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volumen, aspecto y pH, mientras que en el microscópico se evalúa: recuento 
espermático, estudio de movilidad, estudio morfológico y vitalidad.  
 
 
 
 Recuento espermático y estudio de movilidad: Dispensar una gota de 
aproximadamente 4,5 µl sobre la cámara de contaje Makler (Imagen 3), 
previamente calentada en la pletina calefactada a 37 ºC. 
 
 
 
             
 
Imagen 3. Cámara de contaje Makler para la valoración de concentración espermática. 
 
 
 
 
  Para el cálculo de concentración se utilizan las cámaras de contaje Makler y 
un sistema de contaje automático (Sistema CASA-SCA, microptycs) acoplado al 
microscopio. Mediante este análisis, se obtienen los datos de concentración de 
espermatozoides con movilidad progresiva, concentración de espermatozoides con 
movilidad no progresiva y concentración de espermatozoides no móviles (Imagen 
4). La suma de estas tres concentraciones nos dará el valor de la concentración 
total de espermatozoides de la muestra. 
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Imagen 4. Valoración del movimiento mediante el sistema de análisis de imagen computerizado 
(CASA). A) Detalle de la ventana de captura proporcionada por el software de movilidad del sperm class 
analyzer (SCA, Microptic SL). B) Representación esquemática de las velocidades calculadas para cada 
espermatozoide por el sistema SCA. 
 
 
 
  El siguiente paso es colocar en un tubo de fondo cónico 0,5-1 ml de muestra 
y añadirle el mismo volumen de medio de lavado comercial (Gamete, Cook Medical) 
con dilución 1:1, centrifugarla 10 minutos a 1700 r.p.m, retirar el sobrenadante y 
añadir 200-300 µl del mismo medio de lavado. Esta alicuota de muestra lavada será 
la que se utilizará para el estudio de la morfología y de la vitalidad. En nuestro 
estudio no hemos incluido el estudio de vitalidad espermática aunque se realiza de 
forma rutinaria en el espermiograma, por lo que no se explicará su realización en 
este apartado.  
 
 
 
  Estudio de morfología: Se prepara un frotis en un portaobjetos limpio y 
flameado a partir de una gota de la muestra lavada (aproximadamente 10-20 µl), 
procurando que la película que se forma sea lo más fina posible y se deja secar al 
aire.  
 
  Para teñir el frotis se usa la tinción de panóptico rápido: 
 
- Se sumerge el portaobjetos 10 segundos en la solución de fijación 
1 (metanol). 
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- Se escurre el portaobjetos poniéndolo de forma vertical sobre un 
papel de filtro. 
 
- Se sumerge el frotis 20 segundos en la solución I con base de 
colorante eosina amarillenta (roja) y se deja escurrir. 
 
- Se repite el proceso, sumergiendo la preparación 20 segundos en 
la solución II, con base de colorante azul de metileno (azúl) y se 
deja escurrir. 
 
- Por último, se lava la muestra con agua y se deja secar al aire. 
 
  
  Se deben contar no menos de 200 espermatozoides bajo el microscopio 
óptico y a un aumento de 100x usando aceite de inmersión, agrupándolas por 
categorías normales y anormales, atendiendo a la forma de la cabeza, cola y pieza 
intermedia (Figura 3). Teniendo en cuenta que un espermatozoide es normal 
(Imagen 5) cuando tiene las siguientes características: 
 
- Cabeza: lisa, sin irregularidades, oval con una longitud 4-5 µm desde el 
final del acrosoma hasta el inicio de la pieza intermedia y 2,5-3,5 µm en 
su anchura, la relación longitud/diámetro 1,5-1,75 y con una región 
acrosomal que ocupe entre 40-70% del área de la cabeza. 
 
- Pieza media: longitud 1,5 veces la cabeza y con una anchura menor a 1 
µm. 
 
- Cola: única y recta, no enrollada, más estrecha que la pieza media y con 
una longitud de 45 µm. 
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4.2 . Preparación de muestra seminal para un tratamiento de      
fecundación in vitro. 
 
 
 La prepación de una muestra para su uso en un ciclo F.I.V. debe comenzar 
en menos de una hora desde su recogida.  
 
 La muestra será fraccionada en tubos de centrífuga para realizar la 
separación de las células seminales por centrifugación a través de gradientes de 
densidad. En cada tubo se coloca un volumen entre 0,2-1 ml de muestra 
dependiendo del recuento que se haya hecho previamente. La muestra se reparte 
 
Imagen 5. Tinción de morfología, espermatozoide normal. 
Figura 3. Esquema de diferentes morfologías espermáticas normal y anormales. 
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en tantos tubos como haga falta de acuerdo con el siguiente procedimiento: 
 
- Se coloca en cada tubo el volumen estimado de gradiente de 90% 
(Spermient, Cook Medical) y a continuación se añade lentamente el 
volumen necesario de gradiente 45% (Spermient, Cook Medical)  sin 
que lleguen a mezclarse. Encima se coloca la fracción de la muestra 
formando una capa definida. Se centrifuga a 1360 r.p.m. durante 20 
minutos. 
 
- Con una pipeta pasteur se retira el sedimento formado en el fondo del 
tubo que corresponde a la fracción de espermatozoides móviles. 
 
- Se añade esa fracción recogida en un tubo previamente preparado con 
3 ml del medio de lavado comercial (Gamete, Cook Medical). Todas las 
fracciones procedentes de los otros tubos que tengamos se recogen 
en este tubo. Se centrifuga durante 10 minutos a 1700 r. p m. 
 
- Se retira todo el sobrenadante y se termina añadiendo 0,2-0,5 ml de 
medio de cultivo (Gamete, Cook Medical), lentamente dejándolo caer 
por la pared, para no levantar el sedimento. Se deja la muestra entre 
20-60 minutos a temperatura ambiente con el fin de que los 
espermatozoides móviles comiencen a migrar hacia la superficie, es lo 
que se llama técnica de Swim-up. 
 
- Se recoge la fracción superior de la muestra en un tubo y se hace el 
recuento de espermatozoides móviles en la cámara de contaje. Esta 
fracción será utilizada para la microinyección de óvulos. 
 
 
 
4.3. Inmunohistoquímica. Estudio de expresión proteica. 
 
  
  La inmunohistoquímica es una técnica esencial para el estudio de tejidos y 
poblaciones celulares. Es muy efectiva y posee varias ventajas sobre otras técnicas, 
ya que permite observar al mismo tiempo los cambios o lesiones que se produzcan 
en las células o en el tejido a estudio, así como la molécula específica, facilitando el 
diagnóstico. Puede usarse en tejidos previamente fijados en formol, lo que es 
importante, pues se evitan los problemas de conservación. Es ampliamente 
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utilizada en investigación y diagnóstico de enfermedades y también en estudios de 
expresión y localización de antígenos específicos. Las técnicas de tinción 
inmunohistoquímicas (IHQ) permiten la visualización de antígenos mediante la 
aplicación secuencial de un anticuerpo específico dirigido contra el antígeno 
(anticuerpo primario), un anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo 
primario y un complejo enzimático con un sustrato cromogénico con pasos de 
lavado intercalados. La activación enzimática del cromógeno produce una reacción 
visible en el lugar en el que se encuentra el antígeno. Posteriormente se puede 
contrateñir la muestra y cubrirla con un cubreobjetos. Los resultados se interpretan 
utilizando un microscopio. Esta técnica permite la identificación, sobre muestras 
tisulares o citológicas, de antigénicos característicos de distintas líneas de 
diferenciación y funcionalismo celular. La aplicación directa de anticuerpos 
monoclonales sobre secciones tisulares permite la localización microanatómica de 
su expresión. 
 
  Procedimiento para clusterina: Se coge la muestra de semen a la que se 
va hacer la determinación y se somete a un lavado mediante centrifugación para 
eliminar los restos de plasma seminal (y crioprotector, si la muestra estaba 
previamente congelada) añadiendo como mínimo el doble de volumen que tenga la 
muestra de medio de lavado (Gamete, Cook Medical). Se centrifuga durante 10 
minutos a 1700 r.m.p. Tras el lavado se elimina el sobrenadante y el sedimento o 
pellet se rehidrata con el mismo medio de lavado limpio (200-300 µl). Con esta 
dilución se efectúa un frotis en porta poniendo una gota de 30 µl.  
 
  A continuación los portaobjetos se someten a la técnica de 
inmunohistoquímica siguiendo lo siguientes pasos:  
 
  El porta se rehidrata con xileno y alcohol, se refrigera durante 15 minutos en 
un recipiente que contiene citrato buffer (10 mmol/l) y se bloquea la peroxidasa 
endógena con H2O2 al 3% en 0,1% de azida sódica durante 15 minutos. La 
expresión de la proteína se determina con un anticuerpo monoclonal anticadena 
alfa (Upstate-Millipore, Watford, England). Se incuba durante una hora. Después se 
lava con tampón fosfato salino o PBS. Se incuba con anticuerpo marcado con 
biotina y luego con estreptavidina marcada con peroxidasa. El producto de la 
reacción se lava con PBS y se usa como cromógeno tetrahidrocloruro de 
diaminobencidina. Se lava abundantemente y se tiñe con hematoxilina. Para poner 
a punto esta técnica tuvimos que ajustar la dilución del anticuerpo (mirar apartado  
2 de Resultados: optimización de la fase experimental del estudio). 
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 Finalmente, se preparan los portas con un cubreobjetos y se observan al  
microscopio. La observación y contaje de los patrones de expresión de la proteína 
se realiza sobre 100 espermatozoides por muestra a un aumento de 100x con 
aceite de inmersión.  
 
 
4.4. Técnicas previas al estudio de expresión génica. 
  
 La quantitative real time-PCR (qRT-PCR) es una técnica ampliamente 
utilizada para estudios de expresión proteica y se basa en la reacción en cadena de 
la polimerasa. Con esta metodología se pueden producir en el laboratorio múltiples 
copias de un fragmento de ADN específico. Realizando este tipo de PCR, además de 
la detección del gen que interesa estudiar, se tiene una estimación cuantitativa de 
su expresión. Antes de realizar propiamente la qRT-PCR hay que realizar una serie 
de pasos previos: extracción de ARN de las células sobre las que se quiera realizar 
el estudio y síntesis del ADN copia (ADNc). Además, hay que realizar una serie de 
ajustes antes de llevar a cabo la qRT-PCR (mirar apartado  2 de Resultados: 
optimización de la fase experimental del estudio). 
 
 Como ya se ha descrito anteriormente, la alícuota destinada al estudio por 
qRT-PCR fue congelada y posteriormente descongelada para su uso siguiendo el 
protocolo habitual de nuestro laboratorio. 
 
4.4.1. Congelación de muestras espermáticas. 
 
 
 Se toma 1-1,5 ml de eyaculado, se lava con 1,5 ml de medio de lavado 
(Gamete, Cook Medical) y se centrifuga durante 10 minutos a 1700 r.p.m. Después 
se elimina el sobrenadante y se añade medio limpio (1 ml) resuspendiendo la 
muestra para eliminar el plasma seminal. 
 
 Para la congelación de la muestra usamos un agente crioprotector 
(Cryosperm, Cook Medical) y el procedimiento fue el siguiente: Se añade gota a 
gota 1 ml de crioprotector a la muestra preparada. Una vez añadido todo el 
crioprotector, la mezcla se deja 20 minutos a temperatura ambiente, después se 
carga la mezcla en las pajuelas de congelación (Cryobiologic) (Imagen 6). 
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Imagen 6. Pajuelas de congelación para muestras espermáticas. 
 
  
 Las pajuelas se someten a vapores de nitrógeno líquido durante 30 minutos, 
sumergiéndose posteriormente en el nitrógeno líquido y así, sumergidas, se 
mantendrán almacenadas. Identificadas, se mantienen en el banco criogénico 
(Imagen 7) del laboratorio de reproducción asistida hasta el momento de su uso. 
 
 
 
 
 Imagen 7. Contenedores criobiológicos donde se mantienen almacenadas las muestras 
 espermáticas en nitrógeno líquido a una temperatura de -196 ºC. 
  
 
4.4.2. Descongelación de muestras espermáticas. 
 
 
Se sacan las pajuelas necesarias del criocontenedor y se dejan en la estufa a 
37 ºC durante 10 minutos. Posteriormente la muestra se deposita en un tubo de 
centrifuga y se añade el mismo volumen que haya de muestra de medio de lavado 
(Gamete, Cook Medical). Se centrifuga durante 10 minutos a 1700 r.p.m. y se 
elimina el sobrenadante. Con la muestra deshidratada se lleva a acabo la extracción 
de ARN. 
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4.4.3. Extracción de ARN 
 
 
 Para la extracción de ARN en espermatozoides procedentes de un eyaculado, 
se siguió el protocolo publicado por Das et al. en 2010, usando en este caso los 
reactivos y protocolos de laboratorio para el RNeasy Plus Mini Handbook de Qiagen. 
Las muestras de espermatozoides previamente congeladas se descongelaron como 
ya se ha descrito. Una vez que se centrifuga y se lava la muestra con medio de 
cultivo, se elimina el sobrenadante, y sobre el sedimento sin resuspender se realiza 
la extracción de ARN: 
 
1. Si la muestra tiene entre 5 y 70 millones de células se añade 600 µl de la 
dilución siguiente: 10 µl de β-mercaptoetanol en 1 ml de buffer RLT plus. 
Si tiene una concentración menor, se añaden 300 µl de dilución.  
 
2. A continuación se pone 1 minuto en vórtex para favorecer la rotura de 
las células. 
 
3. Se transfiere el homogenizado a las columnas de eliminación de ADN 
genómico (ADNg). Se centrifuga durante 30 segundos a 8000 g. Se quita 
la columna y al volumen que nos queda se le añaden 600 µl de etanol al 
70%. 
 
4. Se transfiere la muestra a la columna de extracción de ARN en un tubo 
de 2 ml un volumen máximo de 700 µl y se centrifuga durante 15 
segundos a 8000 g. Se elimina el medio que ha pasado a través de la 
columna. Si queda aún volumen, volvemos a repetir este proceso. 
 
5. Se añade a la columna 700 µl de buffer RW1 y se centrifuga durante 15 
segundos a 8000 g y se descarta el sobrenadante. 
 
6. Se añade a la columna 700 µl de buffer RPE (buffer que se prepara 
previamente añadiendo 4 volúmenes de etanol al 96-100%  a la dilución 
comercial), se centrifuga de nuevo durante 15 segundos a 8000 g, 
eliminando el volumen que ha pasado por la columna.  
 
7. Se añaden de nuevo 500 µl de buffer RPE y se centrifuga durante 15 
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segundos a 8000 g. 
 
8. Se repite el lavado añadiendo de nuevo 500 µl de buffer RPE y se 
centrifuga durante 2 minutos a 8000 g. Se elimina el medio. 
 
9. De nuevo se centrifuga sin medio a máxima velocidad (14000 g) durante 
un minuto. 
 
10. Se transfiere la columna a un nuevo tubo y se añaden 40 µl de agua libre 
de RNasas. Se centrifuga durante 1 minuto a 8000 g. Se obtiene el 
medio que pasa a través de la membrana. 
 
11. Se mantiene la muestra obtenida en un bloque frío. 
 
12. A continuación se mide la cantidad de ARN de la dilución en el NANO-
DROP (Termo). Las muestras de ARN se almacenan congeladas a -20 ºC. 
 
4.4.4. Síntesis del ADNc. 
 
 
 Para la transcripción inversa y obtener el ADNc, se realizó el siguiente 
protocolo siguiendo las indicaciones del protocolo comercial iScript reverse 
transcription supermix for qRT-PCR de la casa comercial Bio-Rad: 
 
1. Se añade en un tubo estéril de 0,5 ml, 4 µl de iScrpt reverse 
transcription supermix y 16 µl de la dilución de ARN de cada una de las 
muestras obtenidas con el protocolo anterior para optimizar al máximo la 
técnica. Si alguna de las muestras no contiene 16 µl, se completa la 
mezcla con agua libre de nucleasas (Nuclease-free water), hasta 
completar un volumen final de 20 µl. 
 
2. Se mezcla bien dando un pulso en la centrífuga. Este proceso debe 
hacerse en frío. 
 
3. Se incuba la mezcla anterior en un termociclador siguiendo la secuencia: 
5 minutos a 25 ºC, es la fase llamada “priming”; el paso de acción de la 
transcriptasa reversa se amplió a 45 minutos a 42 ºC y el paso de la 
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inactivación de la enzima fue de 5 minutos a 85 ºC. Las muestras se 
mantuvieron congeladas a -20 ºC hasta su utilización.  
 
 
4.4.5. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
 
 
A partir del ADNc para la elaboración de las curvas patrón se hace una PCR 
convencional con primers específicos de nuestro transcrito de estudio, para la 
clusterina (Homo sapiens clusterine, transcript variant 1, mRNA. NCBI Referente 
Sequence: NM_001831.3) y de los dos housekeeping, 18s ribosómico y 
gliceraldehido 3-fosfato deshidogenasa o GADPH (Amoako et al., 2012). Los 
primers usados para la clusterina fueron el Forward 5’-
CCAACAGAATTCATACGAGAAGG -3’ y el Reverse 5’-CGTTGTATTTCCTGGTCAACCTC-
3’; para el 18S Ribosómico (18S Rib), las secuencias fueron la siguientes: Forward 
5’- GTAACCCGTTGAACCCCATT -3´ y Reverse 5´-CCATCCAATCGTAGTAGCG-3`; para 
el GADPH: Forward 5’- GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA -3´ y Reverse 5´- 
CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT -3`. Todos se construyeron con el programa 
informático Primer3 y fueron proporcionados por la casa comercial Sigma Aldrich. 
 
 
Se realizó la PCR siguiendo el protocolo de Hot Start Taq DNA Polymerase de 
Qiagen. Los volúmenes de reacción que se usaron tanto para el 18S ribosómico, el 
GADPH y la clusterina se indican en la Tabla 2. 
 
 
Tabla 2. Mezcla de la reacción de PCR para 18S ribosómico, GADPH y clusterina. 
 Reactivo Volumen (µl) 
Template cDNA 8 
Buffer 10x 10 
MgCl2 4 
dNTPs 5 
Primer F 2 
Primer R 2 
Agua Destilada x 
Composición de la 
reacción 
Hot Start  Taq Polimesara 0,5 
 Volumen final 100 
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Una vez hecha la mezcla de reacción se llevó al termociclador para realizar 
el programa de PCR. Comienza con una etapa inicial de activación de 15 minutos a 
95 ºC, después se realizan 35 ciclos de tres pasos: 30 segundos a 94 ºC para la 
desnaturalización, 30 segundos a 58 ºC y 15 segundos a 72 ºC para la extensión. 
Después de la repetición de ciclos, se produce una etapa final de extensión, 10 
minutos a 72 ºC, manteniendo finalmente la muestra estable a 8 ºC. 
 
 
4.4.6. Electroforesis en gel de agarosa. 
 
 
Los transcritos obtenidos por la PCR se cargaron en un gel de agarosa al 1% 
y se sometieron a electroforesis durante una hora.   
 
  
 Preparación del gel de agarosa al 1%  
 
- Se pone en un matraz 2.5 g de agarosa en 250 ml de buffer TBE 0,5X.  
 
- Se calienta en horno microondas hasta que la agarosa esté disuelta, sin 
que llegue a ebullición. 
 
- Se retira y se deja enfriar. 
 
- Cuando se haya enfriado, se añaden 15 µl de disolución de bromuro de 
etidio (10 mg/ml).  
 
- Se agita la mezcla y se vierte en el molde del gel con el soporte y el 
peine (15 pocillos) colocados. Se deja enfriar a temperatura ambiente.  
 
- Se deja que solidifique por completo (mínimo 30 minutos). 
 
 
 Preparación del buffer TBE 10X (un litro) de electroforesis  
 
- Se mezcla TrisBase (108 g), ácido bórico (55 g), EDTA 0.5M (40 ml). 
 
- Se disuelven todos los reactivos en agua destilada hasta tener un 
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volumen final de 1L. 
 
 
 Preparación de la electroforesis 
 
- Se coloca el gel en una cubeta de electroforesis que debe estar llena de 
Buffer TBE 10X. 
 
- Al producto amplificado (10 µl) se le añaden 2 µl del buffer de carga (azul 
de bromofenol).  
 
- Las muestras se cargan en los pocillos situados en el cátodo del gel. 
 
- También se cargará el marcador de peso molecular interno, PM VI con los 
rangos de 154-2176 pares de bases (Roche Molecular Biochemical, 
Mannheim, Alemania), en uno de los pocillos de los extremos del gel. 
 
- Se someten a una corriente eléctrica de 70 voltios y 19 amperios durante 
aproximadamente 40 minutos.  
 
 La matriz porosa formada permite la separación de las moléculas por el 
tamaño mediante la aplicación de una corriente eléctrica. Una vez completa la 
electroforesis y las moléculas más pequeñas han llegado al ánodo, se visualiza el 
patrón de migración del ADN con un transiluminador ultravioleta. 
 
 
4.4.7. Gen Clean.  
 
 
 Para extraer y purificar el resultado obtenido tras la electroforesis en gel de 
agarosa, usamos el kit de purificación Illustra GFX PCR DNA and Gel band 
Purification kit (Qiagen). Realizando el siguiente protocolo: 
 
- Se corta la banda que interesa del gel de agarosa y se introduce en un 
tubo libre de DNasa. Se toma referencia del peso del fragmento. 
 
- Para cada muestra se añaden 10 µl de buffer de captura tipo 3 por cada 
10 mg de gel.  
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- Se mezcla por inversión y se incuba a 60 ºC durante 20-30 minutos 
hasta que la agarosa se disuelva completamente. Una vez que adquiera 
una tonalidad amarillenta, significa que se ha disuelto completamente. Si 
la tonalidad es rosa oscura o roja, se debe añadir un volumen de 
aproximadamente 10 µl de acetato de sodio 3 M hasta pH 0,5. 
 
- Se carga en la columna de GFX Microspin, la cual se pone dentro del tubo 
para la recogida. 
 
- Se centrifuga brevemente para recoger el líquido en la parte inferior del 
tubo, dando un pulso de centrífuga. 
 
- Se añaden 800 µl a la columna de buffer de captura tipo 3, se recoge en 
un tubo la columna y se incuba a temperatura ambiente durante 1 
minuto. 
 
- Se centrifuga durante 30 segundos a 16000 g. 
 
- Se desecha el líquido y se vuelve a colocar la columna. 
 
- El lavado se repite varias veces. 
 
- Se añade buffer de lavado tipo 1 (500 µl) a la columna GFX microspin. 
 
- Se centrifuga durante 30 segundos a 16000 g. 
 
- Se elimina el líquido que haya pasado por la columna. 
 
- Se centrifuga de nuevo durante 30 segundos a 16000 g. 
 
- Se elimina de nuevo el líquido que pase a través de la columna. 
 
- Se añade buffer de elución tipo 4 o tipo 6 (10-50 µl) en el centro de la 
membrana de la columna y se coloca debajo de la columna un tubo 
eppendorf para recoger la muestra. 
 
- Se incuba la columna durante un minuto a temperatura ambiente. 
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- Se centrifuga durante 1 minuto a 16000 g. 
 
- Se elimina la columna. 
 
- Se almacena el ADN purificado a -20 ºC. 
 
- Se mide la concentración de ADN en el Nanodrop. 
 
 
 El ADN purificado es usado como molde, con concentraciones conocidas, 
para realizar la curva patrón de los primers descritos. Después se realiza la RT-PCR 
para cada una de las muestras y se comparan con las curvas patrón para obtener 
un valor de expresión. 
 
 
4.5. Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real 
(qRT-PCR). 
 
  
 Para realizar la qRT-PCR se ha usado el SsOfast Eva Green Supermix de 
Biorad. Éste contiene: 2 buffers de reacción con dNTPs, Sso7d-fusion polimerase, 
cloruro de magnesio (MgCl2), EvaGreen dye y estabilizadores. Para llevar acabo la 
reacción, se añade también un volumen de los primers, tanto del forwrad como del 
reverse, un volumen de la muestra o template y, si fuese necesario,  se completa el 
volumen final de la reacción a 20 µl con agua libre de DNasas. Se ha llevado a cabo 
en el termociclador ROTOR GENE de la marca Qiagen.  
 
 
  Para los componentes de la reacción se tomaron los volúmenes por muestra, 
descritos en la siguiente tabla:  
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 Tabla 3. Mezcla de la reacción para la qRT-PCR de 18S ribosómico y clusterina. 
 Reactivo Volumen (µl) 
SsoFast EvaGreen supermix 10 
Primers (F+R) del 18S Ribosómico 1 
Agua libre de RNasa 8 
18S ribosómico. 
DNA Template 1 
SsoFast EvaGreen supermix 10 
Primers (F+R) de clusterina 1 
Agua libre de RNasa 4 
Clusterina. 
DNA Template 5 
 
  
 
   Las muestras se someten a diferentes ciclos de amplificación siguiendo la 
secuencia: Un primer ciclo de activación de la enzima a 95 ºC, durante 30 
segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturalización a 95 ºC durante 5 segundos, la 
etapa de extensión es también de 40 ciclos de 10 segundos en un rango de 
temperatura de 55-60 ºC y la extensión final o melt curve con pasos intercalados 
de 10 segundos a 65 y 10 segundos a 95 ºC.  
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5. Variables de estudio. 
 
Las variables del estudio se expresan en la siguiente tabla: 
 
Tabla 4. Variables de estudio. 
VARIABLES DEL ESTUDIO 
Variables de 
grupo 
 
- Control 
- Paciente: 
- Oligozoospérmicos. 
- Astenozoospérmicos 
- Teratozoospérmicos 
- Normozoospérmicos. 
 
Variables para 
el estudio del 
factor 
masculino 
clásico 
 
         
Factor masculino, variables del seminograma: 
 
- Concentración de espermatozoides total. (M/ml) 
- Porcentaje de espermatozoides móviles progresivos.  
- Porcentaje de morfología normal. 
 
Variables 
moleculares 
 
 
Expresión de clusterina por inmunohistoquímica: 
 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción de clusterina. 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción en acrosoma. 
- Porcentaje de espermatozoides teñidos en toda su superficie. 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción de clusterina en                 
pieza intermedia y/o cola. 
 
Expresión de clusterina por qRT-PCR. 
- Expresión de clusterina (delta-ct) 
 
Variables 
clínicas 
 
 
- Porcentaje de fecundación. 
- Calidad de los embriones que se transfieren. 
- Test de gestación. 
- Indicación del tratamiento de reproducción. (variable de confusión) 
- Edad de la mujer. (variable de confusión) 
 
  
 
Las variables contempladas en el estudio y descritas a continuación, se han 
recogido en el formulario del anexo V. 
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5.1 Variables definidas para resultados generales y para definir 
grupos de estudio. 
 
 
  Grupo experimental  
 
  Variable dicotómica que toma valores de cada uno de los grupos de estudio: 
Control y paciente. 
 
 Para el análisis del objetivo 3, además de la separación del grupo experimental 
como varón control o varón paciente, se realizó una subdivisión para el grupo de 
pacientes según los valores obtenidos tras la realización del seminograma, de modo 
que se separaron pacientes con concentración alterada (oligozoospérmicos), 
pacientes con movilidad alterada (astenozoospérmicos), pacientes con morfología 
alterada (teratozoospérmicos) y pacientes con seminograma normal 
(normozoospérmicos). Cada uno de estos subgrupos de pacientes se comparó con 
el grupo de varones controles para evaluar la expresión de clusterina entre los 
subgrupos.  
 
 
 
5.2 Variables definidas para el estudio del factor masculino. 
Seminograma. 
 
 
  Concentración total de espermatozoides. 
  
  Variable cuantitativa que recoge el contaje de espermatozoides de una 
muestra, expresado en millones por ml. 
 
 Para el análisis del objetivo 2, se recategorizó como variable dicotómica 
atendiendo a si el valor dado estaba o no por encima de los valores de normalidad 
publicados por la OMS en 2010 (Laboratory Manual for the examination and 
processing of Human Semen, 5th Edition). De este modo, se dio valor cero cuando 
los valores estaban por debajo del valor de normalidad (corresponde a una muestra 
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con diagnóstico de oligozoospermia) y uno, cuando la muestra estaba dentro de los 
valores de normalidad. 
 
 
  Porcentaje de espermatozoides móviles progresivos. 
  
  Variable cuantitativa que se calcula realizando el contaje de espermatozoides 
móviles progresivos en una muestra y se expresa en valor de porcentaje respecto 
al valor de concentración total. 
 
 Para el análisis del objetivo 2, se recategorizó como variable dicotómica 
atendiendo a si el valor dado estaba o no por encima de los valores de normalidad 
publicados por la OMS en 2010. De este modo, se dio valor cero cuando los valores 
estaban por debajo del valor de normalidad (corresponde a una muestra con 
diagnóstico de astenozoospermia) y uno, cuando la muestra estaba dentro de los 
valores de normalidad. 
 
 
  Porcentaje de espermatozoides con morfología normal. 
 
  Variable cuantitativa que se calcula realizando el contaje de espermatozoides 
morfológicamente normales en una muestra y se expresa en valor de porcentaje. 
 
 Para el análisis del objetivo 2, se recategorizó como variable dicotómica 
atendiendo a los valores de normalidad publicados por la OMS, 2010. Se dio valor 
cero, cuando los valores estaban por debajo del valor de normalidad (corresponde a 
una muestra con diagnóstico de teratozoospermia) y uno, cuando la muestra estaba 
dentro de los valores de normalidad. 
 
 
 
5.3 Variables definidas para el estudio de expresión de clusterina. 
 
  Se incluyeron los resultados obtenidos a partir del estudio de expresión de 
clusterina mediante inmunohistoquímica o qRT-PCR. 
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  Variables para el estudio por inmunohistoquímica. 
  
  Para definir el objetivo 1, se establecieron los diferentes patrones de 
expresión obtenidos en la fase experimental, nombrándose cada uno como variable 
cuantitativa expresada en valores de porcentaje. 
 
   
- Porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina. 
- Porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina en el acrosoma. 
- Porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina en toda su 
superficie. 
- Porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina en la pieza 
intermedia y/o la cola. 
 
  Para el análisis de los objetivos 2 y 3, se recategorizaron cada una de ellas 
en variables dicotómicas, como alta o baja expresión, estableciendo el límite la 
mediana de la población. Siendo considerada una baja expresión cuando el valor 
está por debajo de la mediana y alta expresión, cuando dicho valor está por 
encima. 
 
  
  Variables para la expresión de clusterina por RT-PCR.  
 
  Variable cuantitativa, expresada en valores de delta-ct para el análisis del 
objetivo 1. 
 
  Para el análisis de los objetivos 2 y 3 se recategorizaron cada una de las 
variables en variables dicotómicas, como alta o baja expresión relativa según la 
mediana de la población. En este caso, la interpretación será al contrario que en el 
apartado anterior. Se considera una baja expresión, cuando el valor está por 
encima de la mediana y alta expresión, cuando dicho valor está por debajo (ver 
apartado de optimización de la fase experimental para qRT-PCR). 
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5.4 Variables clínicas. Resultados del tratamiento de fecundación in 
vitro. 
 
  Las variables clínicas del estudio, se tomaron de los resultados del ciclo de 
fecundación in vitro que realizaron los pacientes junto a sus parejas, tales como el 
porcentaje de fecundación de los óvulos sometidos a inseminación, la calidad de los 
embriones transferidos y el resultado del test de gestación realizado tras 14 días de 
la transferencia embrionaria. Se analizaron también la causa de esterilidad que 
motivó el tratamiento, la edad de la mujer y si existía un componente de mala 
calidad ovocitaria como posibles variables de confusión. 
 
 
 Porcentaje de fecundación 
 
 El porcentaje de fecundación se calcula realizando el porcentaje del cociente 
entre los óvulos fecundados respecto al número de óvulos que se han inseminado. 
 
 Para el análisis del objetivo 4, se recategorizó como variable dicotómica, 
definida como óptimo o sub-óptimo, al porcentaje de  fecundación, valor 
establecido como estándar de calidad por la Sociedad Española de Fertilidad (SEF 
2012)11.  
 
 
 Calidad embrionaria 
 
 Para el parámetro de calidad embrionaria de los embriones transferidos, se 
evaluaron sus características morfocinéticas según los criterios publicados por la 
Asociación Española del Estudio de la Biología de la Reproducción (Criterios Asebir 
de valoración morfológica de oocitos, embriones tempranos y blastocistos humanos, 
2008). A partir de este criterio, realizamos una reagrupación creando una variable 
dicotómica: 
 
- Calidad 1: Todos los embriones transferidos son de buena calidad (A y/o B, 
según la clasificación ASEBIR).  
- Calidad 2: Los embriones transferidos son de otra calidad. 
 
 
                                                 
11Moreno et al. Indicadores de Calidad basados en el estado del Arte. XXIX Congreso SEF, 2012. 
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 Otras variables clínicas: 
 
 Para comprobar la concordancia de los datos y describir nuestra población de 
estudio, incluimos en el estudio las siguientes variables: 
 
 La causa de esterilidad, que es la que determina la derivación de la pareja 
a estos tratamientos:  
 
- Factor masculino.  
 
- Factor femenino.  
 
- Factor mixto, cuando hay presencia tanto de un factor masculino como 
femenino. 
 
- Esterilidad de origen desconocido. 
 
 
 Edad de la mujer, se han definido tres grupos en función de las 
expectativas de éxito en este tipo de tratamiento: 
 
- Pacientes menores de 30 años, cuyas expectativas de éxito son mayores. 
 
- Pacientes de 30 a 35, es el más numeroso. 
 
- Pacientes mayores de 35 años, que suelen presentar peor calidad ovocitaria 
y embrionaria, ya que a partir de esta edad la capacidad reproductiva de la 
mujer desciende bruscamente, son las pacientes con peor pronóstico. 
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5. Fuente y recogida de datos: 
 
 
Los datos necesarios para evaluar los resultados del tratamiento de 
fecundación in vitro fueron recogidos a partir de la historia clínica de la consulta de 
esterilidad (software Doctor, Anexo III) y de los registros del laboratorio de 
reproducción asistida (software Lotus, Anexos V). Los datos relativos a las variables 
dadas en el seminograma se obtuvieron de los informes de las pruebas 
complementarias del hospital que se encuentran informatizados (software SIGLO, 
Anexo IV). Los datos de expresión proteica, se registraron en una tabla excel, que 
se iba completando diariamente, junto a los datos anteriores (Anexo VI). 
 
Una vez conformada la base de datos se procedió a la confirmación de 
aquellos registros en los que aparecían valores extremos.  
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6. Soporte informático.  
 
 
 Los cálculos numéricos, gráficos y análisis estadísticos necesarios para la 
realización de este estudio se han llevado a cabo con la ayuda del programa 
Microsoft Excel 2007 y del paquete estadístico SPSS versión 15.0. 
 
 Los resultados de la qRT-PCR se procesaron mediante el software incluido en 
el controlador del termociclador, Rotor-Gene Expreriment Q Series Software 2.1.0. 
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7. Análisis estadístico: 
 
  
Objetivo 1 
 
Para el primer objetivo de este trabajo: describir la localización y el grado de 
expresión de clusterina en el espermatozoide, se realizó un análisis estadístico 
mediante un análisis descriptivo con medidas de tendencia central y de dispersión 
para variables cuantitativas y de distribución de frecuencias para las variables 
cualitativas. Los datos se han acompañado de tablas y gráficos. 
 
Las variables de expresión de clusterina fueron las siguientes:  
 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción de clusterina 
(inmunohistoquímica).  
- Porcentaje de espermatozoides con tinción en el acrosoma 
(inmunohistoquímica). 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción en toda la superficie del 
espermatozoide (inmunohistoquímica). 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción de clusterina en pieza 
intermedia y/o cola (inmunohistoquímica). 
- Expresión de clusterina medida por qRT-PCR (delta-ct). 
 
A partir de este análisis obtuvimos el valor de la mediana de cada una de las 
variables tomadas de expresión de clusterina, que nos sirvió para recategorizar las 
mismas variables, obteniendo variables dicotómicas que se usaron para el análisis 
de los siguientes objetivos.  
 
 
Objetivo 2 
 
 Para evaluar la posible relación entre las variables que se obtienen tras 
realizar un seminograma y la expresión de clusterina, se realizó un análisis 
univariante de regresión logística mediante la comparación entre cada una de las 
variables dependientes con las variables independientes. Se realizó mediante el test 
de la Ji-Cuadrado, o el test de Fisher en caso de observaciones esperadas inferiores 
a 5.  
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 De este modo, las variables dependientes tomadas fueron: 
 
- Concentración total de espermatozoides. 
- % de espermatozoides móviles progresivos. 
- % de espermatozoides morfológicamente normales. 
  
 Todas ellas, tal y como se definen en el apartado correspondiente (apartado 
5 de material y métodos) para este objetivo, fueron recategorizadas como variables 
dicotómicas tomando como referencia el valor de normalidad o anormalidad según 
el manual OMS de 2010 (Tabla 1). 
 
 Cada una de estas variables dependientes se comparó por separado con las 
variables independientes que informan sobre la expresión de clusterina en el 
espermatozoide: 
 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción de clusterina 
(inmunohistoquímica). 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción en acrosoma 
(inmunohistoquímica). 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción en toda la superficie del 
espermatozoide (inmunohistoquímica). 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción de clusterina en pieza 
intermedia y/o cola (inmunohistoquímica). 
- Expresión de clusterina por qRT-PCR (delta-ct). 
 
Tal y como se explica en el apartado donde se definen las variables, todas ellas se 
recategorizan como variables dicotómicas tomando como referencia el valor de la 
mediana de la población.  
 
 
Objetivo 3 
 
 Para evaluar si existen diferencias para la expresión de clusterina entre los 
grupos de estudio, se realizó, mediante el test de la Ji-Cuadrado o el test de Fisher 
en caso de observaciones esperadas inferiores a 5, la comparación entre la variable 
dependiente o grupo experimental (variable dicotómica: control  y paciente) con las 
variables independientes que definen la expresión de clusterina:  
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- Porcentaje de espermatozoides con tinción de clusterina 
(inmunohistoquímica). 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción en acrosoma 
(inmunohistoquímica). 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción en toda la superficie del 
espermatozoide (inmunohistoquímica). 
- Porcentaje de espermatozoides con tinción de clusterina en pieza 
intermedia y/o cola (inmunohistoquímica). 
- Expresión de clusterina por qRT-PCR (delta-ct). 
 
 Tal y como se explica en el apartado donde se definen las variables, todas 
ellas se recategorizan como variables dicotómicas tomando como referencia el valor 
de la mediana de la población.  
 
 Posteriormente se realizó el mismo análisis, pero el grupo de pacientes fue 
subdividido en: oligozoospérmicos, astenozoospérmicos, teratozoospérmicos y 
normozoospérmicos. Cada uno de estos subgrupos se comparó con el grupo control 
para evaluar si existían diferencias para la expresión de clusterina. Así, de forma 
independiente, se tomó como variable dependiente el grupo experimental como 
variable dicotómica: 
 
- Varón control versus paciente oligozoospérmico. 
- Varón control versus paciente astenozoospérmico. 
- Varón control versus paciente teratozoospérmico. 
- Varón control versus paciente normozoospérmicos. 
 
 
Objetivo 4 
 
 Para evaluar la posible relación entre los resultados obtenidos tras realizar 
un tratamiento de fecundación in vitro y la expresión de clusterina, se tuvo en 
cuenta para el análisis estadístico solo al grupo de pacientes. Se realizó un análisis  
univariante de regresión logística, mediante la comparación entre cada una de las 
variables dependientes con las variables independientes, mediante el test de la Ji-
Cuadrado, o el test de Fisher en caso de observaciones esperadas inferiores a 5. 
 
Como variable dependiente, se tomó por separado cada una de estas variables 
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dicotómicas (ver apartado 5 de material y métodos dónde se definen cada una de 
las variables): 
 
- Porcentaje de fecundación. 
- Calidad de los embriones que se transfieren. 
- Test de gestación. 
 
 Cada una de estas variables dependientes se comparó por separado con las 
variables independientes que informan sobre la expresión de clusterina en el 
espermatozoide, las mismas que se usan para el objetivo 2 y 3. 
 
 Por último, se realizó un análisis de regresión logística multivariante 
tomando como variable dependiente el resultado del test de gestación, e incluyendo 
el método “por pasos hacia delante” con las variables independientes de interés. 
Describiendo la Odds Ratio (OR) con respecto a un intervalo de confianza al 95% 
(IC 95%). Se estableció en los diferentes análisis el nivel de significación en 
p<0,05. 
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RESULTADOS 
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1. Descripción de la población en estudio.  
 
 
Para el estudio de la población, como ya se ha descrito anteriormente, 
partimos de un grupo control formado por 36 varones fértiles y un grupo de 90 
pacientes incluidos en el programa de reproducción asistida de nuestro hospital y 
del hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada. Para el análisis del 
estudio clásico del factor masculino o seminograma se tomaron los valores de 
referencia publicados por la OMS en 2010 (Tabla 1). 
 
 
1.1. Grupo control. 
 
Este grupo presentó normales todas las variables referentes al 
seminograma, como se describió en el apartado de material y métodos. Para la 
concentración total de espermatozoides, los valores oscilaron entre 226 y 50 
millones por mililitro, siendo el valor medio de 135. Para el porcentaje de movilidad 
progresivo la media fue del 71%, oscilando los valores desde el 92% hasta el 
40,5%; y para el porcentaje de morfología normal el máximo obtenido fue un 9% 
frente al valor mínimo que fue del 4%, el valor medio resultante fue de 5,6% (Tabla 
5). 
 
 
 
Tabla 5. Frecuencias de las variables del seminograma para el grupo control. 
Estadísticos 
Variables 
Mínimo Máximo Media Desv. típ. 
Concentración de espermatozoides totales (M/ml) 50,00 226,00 135,8 46,06 
Porcentaje de espermatozoides móviles progresivos 40,54 92,68 71,8 11,81 
Porcentaje de espermatozoides con morfología 
normal. 4,00 9,00 5,6 1,64 
 
 
En concordancia, este grupo presenta éxito reproductivo, por lo que 
asumimos para el estudio estadístico que el porcentaje de fecundación es del 100% 
al igual que la tasa de embarazo clínico. 
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1.2. Grupo de pacientes. 
 
 Los valores obtenidos para el grupo de pacientes sometidos a un tratamiento 
de fecundación in vitro en los resultados del seminograma fueron 70 millones por 
mililitro para el valor medio de la concentración total de espermatozoides, para el 
porcentaje de móviles progresivos 53,8% y para el valor medio del porcentaje de 
morfología normal 9,4% (Tabla 6). 
 
 
 
 
Tabla 6. Frecuencias de las variables del seminograma para el grupo de pacientes. 
Estadísticos 
Variables 
Mínimo Máximo Media Desv. típ. 
Concentración de espermatozoides totales (M/ml) 0,7 262,0 70,4 58,3 
Porcentaje de espermatozoides móviles 
progresivos 
3,2 88,8 53,8 19,7 
Porcentaje de espermatozoides con morfología 
normal. 1,0 25,0 9,4 5,3 
 
 
 
 
 
De este modo, de los 90 pacientes que forman parte del grupo observamos 
que 28 presentaban algún tipo de alteración diagnóstica en su seminograma, bien 
sea en la concentración, la movilidad o la morfología espermática. Concretamente, 
ocho pacientes fueron oligozoospérmicos (O), nueve astenozoospérmicos (A), dos 
teratozoospérmicos (T), seis oligoastenozoospérmicos (OA), uno 
oligoteratozoospérmico (OT), otro astenoteratozoospérmico (AT) y el último  
oligoastenoteratozoospérmico (OAT). El resto de los 62 pacientes de este grupo 
presentaron valores en el seminograma por encima de los valores normales y por 
tanto fueron diagnosticados como normozoospérmicos. 
 
La edad media de las mujeres que  se sometieron al tratamiento fue de 35 
años, oscilando las edades desde 24 hasta 39 años. Siendo el grupo más numeroso 
de pacientes (47,7%) el que tenía más de 35 años (Gráfica 1).  
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47,78%
44,44%
7,78%
> 35 años
30-35 años
< 30 años
Grupos de Edad de las pacientes
 
 
 
Se tuvo en cuenta, además, la causa de esterilidad por la que la pareja fue 
derivada al programa de fecundación in vitro. De acuerdo con el origen de la causa 
de esterilidad, los pacientes se clasificaron en cuatro grupos: causa de origen 
femenino (43,3%), masculino (16,7%), mixto (14,4%) o desconocido (25,6%), 
como se muestra en la gráfica 2. 
 
Gráfica 1: Grupo de edad de las pacientes 
sometidas a un tratamiento de F.I.V 
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Durante los tratamientos, el porcentaje de fecundación de los óvulos 
sometidos a inseminación osciló desde el fallo de fecundación hasta el éxito 
completo (100%), siendo el valor medio de este porcentaje del 69%. Se realizó 
transferencias de embriones en 87,7% de los casos, para 14 de los pacientes se 
realizó transferencia de un único embrión y en el resto de casos se hizo la 
transferencia de dos embriones (Tabla 7).  
 
Gráfica 2: Causa de esterilidad diagnosticada 
para la derivación a tratamiento F.I.V. 
Factor masculino 
Factor femenino 
EOD 
Factor mixto 
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Tabla 7. Frecuencia de la variable número de embriones transferidos. 
 Frecuencia Porcentaje Porcentaje 
válido 
Porcentaje 
acumulado 
0 4 4,4 4,8 4,8 
 
1 14 15,6 16,9 21,7 
 
2 65 72,2 78,3 100,0 
Válidos 
 
Total 83 92,2 100,0  
 Perdidos 7 7,8   
Total 90 100,0   
 
 
 
 
 
 Para el estudio estadístico del objetivo cuatro, como ya se describió 
anteriormente, se ha realizado una transformación dicotómica de alguna de las 
variables. De este modo, el porcentaje de fecundación se recategorizó como 
variable dicotómica atendiendo a los estándares de calidad recomendados por la 
Sociedad Española de Reproducción (Moreno  et al., 2012). Definiendo como un 
indicador de calidad óptimo un porcentaje de fecundación cuando es superior al 
67%. De este modo, se crearon dos categorías según si el valor obtenido estaba 
por encima o por debajo del mismo. En un 53,4 % de los casos se obtuvo una 
óptima fecundación (Gráfica 3). 
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 La evaluación de calidad de los embriones transferidos durante el 
tratamiento de fecundación in vitro se realizó siguiendo los criterios morfocinéticos 
de clasificación embrionaria publicados por la Sociedad Española para el Estudio de 
la Biología de la Reproducción12. Por este criterio los embriones se clasifican en 
cuatro categorías según su calidad, que se denominan por las letras A, B, C y D, 
siendo la categoría A la de mejor calidad embrionaria y por tanto la de mayor 
                                                 
12
 Criterios Asebir de valoración morfológica de oocitos, embriones tempranos y blastocistos humanos, 
2008 
Gráfica 3: Porcentaje de fecundación de los 
óvulos inseminados mediante I.C.S.I. 
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posibilidad de implantación. En este trabajo hemos reagrupado estás calidades en 
dos grupos: el primero, dónde todos los embriones transferidos a la paciente son de 
buena calidad (categorías A y/o B), y un segundo grupo, donde los embriones que 
se transfieren, al menos, uno no es de calidad A o B. Los porcentajes que 
obtuvimos fueron 35,4 y 64,6 respectivamente (Gráfica 4). 
 
 
 
 
 
35,44%
64,56%
Embriones transferidos de buena 
calidad
Embriones transferidos de otra 
calidad
Calidad de los embriones Transferidos
 
 
 
 El éxito o no del tratamiento de reproducción fue considerado por el 
resultado positivo o negativo del test de gestación en orina, 14 días después de 
realizar la transferencia embrionaria. Como ya hemos comentado anteriormente, el 
Gráfica 4: Frecuencia de la calidad de los embriones 
transferidos durante el tratamiento de F.I.V. 
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porcentaje de test de gestación positivo obtenido para el grupo de estudio fue 
prácticamente del 36% (Gráfica 5). La tasa de gestación clínica fue prácticamente 
del 36 %. (Gráfica 5).  
 
 
 
 
35,90%
64,10%
Test  de Gestación Positivo
Test de Gestación Negativo
Test Gestación
Gráfica 5: Frecuencia del test de gestación clínica tras 
el tratamiento de F.I.V. 
 
Test de gestación negativo 
Test de gestación positivo 
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2. Optimización de la fase experimental del estudio. 
 
2.1. Ensayo por Inmunohistoquímica.  
 
 Para la optimización de la inmunorreactividad, los factores más importantes 
que hay que tener en cuenta en términos generales son (Vaquero, 2007): 
 
- Dilución del anticuerpo primario. 
- Duración de la incubación del primario. 
- Tipo y concentración del anticuerpo secundario. 
- Técnica de recuperación antigénica empleada. 
- Temperatura de incubación. 
- Sistema de detección y amplificación. 
 
 
En la práctica se suelen manejar tres variables: la dilución del anticuerpo 
primario, el tiempo de incubación del primario y la técnica de recuperación 
antigénica. 
 
Además de la positividad de la diana, debe valorarse si aparece tinción de 
fondo. Esto se produce porque el anticuerpo no está totalmente purificado y tiene 
inmunoglobulinas inespecíficas, o por una titulación deficiente del anticuerpo 
primario y/o secundario. Para evitarlo hay que disminuir la concentración y 
aumentar los tiempos de exposición. En tinciones citoplásmicas deben tenerse en 
cuenta los falsos positivos debidos a biotina, peroxidasas y fosfatasas endógenas. 
 
Para nuestra tinción de clusterina se realizó el protocolo descrito 
anteriormente. Inicialmente se procedió a la titulación del anticuerpo primario para 
encontrar la dilución más alta que permitiese una adecuada detección del antígeno. 
Se utilizaron diluciones de 1:1000, 1:2000 y 1:4000. Se llevó a cabo una 
evaluación subjetiva de la presencia del antígeno al microscopio. En la dilución 
1:1000 se observó mucha tinción de fondo, que no permitió una clara detección del 
antígeno, al igual que para la dilución 1:2000. En la dilución 1:4000 se detectó 
mejor el antígeno, dando tinción marrón para la presencia de la proteína y tiñendo 
el resto de la célula azul. También mejoramos el contraste realizando la fase de 
pretratamiento a pH 9. Por lo que se seleccionó esta dilución para el análisis.  
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Para determinar la localización de la clusterina en el espermatozoide, se 
observaron en el microscopio los portaobjetos teñidos para clusterina (tinción de 
color marrón) mediante inmunohistoquímica.  
 
 
 
2.2. Ensayo por qRT-PCR. 
 
 
A la hora de diseñar el estudio de expresión génica de clusterina se tuvieron 
que realizar algunos cambios en los protocolos originales, para optimizar los 
resultados obtenidos. En los pasos iniciales a la realización de la qRT-PCR, durante 
la extracción de ARN de las células espermáticas y síntesis de ADN copia, un factor 
limitante fue la baja concentración de ARN presente en el espermatozoide, a lo que 
hay que añadir la baja concentración de células espermáticas presentes en las 
fracciones de eyaculado lavadas. Hemos tenido que realizar una serie de 
modificaciones al protocolo comercial para conseguir una mejor extracción de ARN 
y evitar al máximo la contaminación por ADN genómico, sobre todo para muestras 
con baja concentración de células donde la obtención de ARN era muy limitada y no 
conseguíamos una buena síntesis posterior de ADNc. Para conseguirlo se añadió un 
paso intermedio de acción de una DNasa en el protocolo de extracción, así se 
eliminó al máximo la presencia de ADN genómico. Se añadió un paso extra en el 
protocolo de extracción de ARN entre los lavados (paso 5 y 6, ver apartado de 
técnicas de laboratorio). 
 
Después del quinto paso del protocolo de extracción de ARN se realiza un 
paso extra con una enzima DNasa (kit DNAsa Set): Se realiza una mezcla de 70 
microlitros de buffer RDD con 10 microlitros de la solución de DNasa I, libre de 
RNAsa. La solución obtenida se añade a la columna de extracción de cada muestra 
y se deja incubar durante 20 minutos. Después se añade un paso extra de lavado 
de la columna con 700 microlitros de buffer RW1, se centrifuga durante 15 
segundos a 8000 g, se descarta el sobrenadante y se continúa con el sexto paso del 
protocolo de extracción de ARN. 
 
 Posteriormente a la extracción del material genético, se midió la cantidad 
mediante un espectrofotómetro compacto de ultravioleta visible para medida rápida 
de pureza de ADN, ARN y proteínas con micromuestras (Nanodrop). Se hicieron 
diluciones que tuvieran una cantidad de ARN de 2 microgramos (µg), a parir de las 
cuales se creó la ADN copia. 
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2.3. Elección de genes housekeeping y elaboración de curvas patrón:  
 
 Los llamados genes housekeeping son genes que se expresan de forma 
constante en todas las células, normalmente son genes encargados del 
metabolismo básico de la célula, involucrados en el buen funcionamiento celular. 
Así, si hacemos una comparativa entre la expresión de alguno de estos genes y un 
gen sometido a estudio podemos cuantificar su nivel de expresión 
independientemente del número de copias de ADNc presente en la muestra. En un 
principio nosotros tomamos como housekeeping dos genes: 18S ribosómico y 
GADPH. Los primeros usados para la clusterina fueron el Forward 5’-CCAACAGA 
ATTCATACGAGAAGG-3’ y el Reverse 5’-CGTTGTATTTCCTGGTCAACCTC-3’ (Homo 
sapiens Clusterine, CLU, transcript variant 1, mRNA. NCBI Referente Sequence: 
NM_001831.3); para el 18S ribosómico las secuencias fueron las siguientes: 
Forward 5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3´ y Reverse 5´-CATCCAATCGTAGTAGCG-
3`, y para el GADPH: Forward 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA-3´ y Reverse 5´-
CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT-3` (Amoako et al., 2012). Todos se diseñaron con el 
programa informático Primer3. Fueron elaborados y proporcionados por la casa 
comercial Sigma Aldrich. 
 
 Después de realizar la PCR clásica, los transcritos obtenidos se cargaron en 
un gel de agarosa al 1% y se sometieron a electroforesis durante una hora junto 
con el marcador de peso molecular interno, pUC19 DNA/Mspl Hpall Marker 23 
(Termo Fisher), con los rangos de 34-501 pares de bases. Una vez completa la 
electroforesis y las moléculas más pequeñas han llegado al ánodo, se visualiza el 
patrón de migración del ADN con un transiluminador ultravioleta (Figura 4). 
 
 Al revelar el resultado del gel, obtuvimos una banda correspondiente al 
transcrito de la clusterina. Como usamos un marcador de peso molecular (PM VI), 
pudimos comprobar el peso molecular al que correspondía la banda para la 
clusterina, siendo de 428 pares de bases aproximadamente. Una banda más 
marcada correspondiente a la alta expresión que tiene el 18S ribosómico. Y para el 
GADPH obtuvimos una banda muy marcada de un alto peso molecular, pero el gel 
nos reveló que aparecía una banda de bajo peso, posiblemente correspondiente a 
una inespecificidad, lo cual se confirmó posteriormente (Figura 4). 
 
 Se extrajo cada una de las bandas del gel y se realizó un protocolo gen 
clean, para obtener de nuevo el material génico. Se midió la cantidad de material 
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genético en cada una de las muestras en el Nanodrop. 
 
 
Figura 4. Gel de Agarosa 1% después de realizar la PCR clásica se ven las bandas correspondientes a 
clusterina (marcada con recuadro), 18S ribosómico y GADPH.  
 
 
 
 
Posteriormente, se hizo una qRT-PCR con diluciones seriadas para la 
clusterina, el 18S ribosómico y GADPH. 
 
 
Las curvas patrón se construyeron con diluciones conocidas de los 
transcritos purificados, tomándose diluciones 1/100, 1/1000, 1/10.000, 1/100.000 
para cada uno de ellos. Hicimos una qRT-PCR siguiendo el protocolo anteriormente 
mencionado. De este modo, obtuvimos las tres curvas patrón de los tres 
transcritos, una para clusterina, otra para 18 S ribosómico y otra para el GADPH 
(Anexo VII. Imagen de curvas patrón y gráficas melting). Al observar la gráfica de 
la curva melting o de la temperatura de fusión de cada transcrito obtuvimos un solo 
pico para la clusterina y el 18S rib, mientras que para el GADPH la curva resultó con 
más de un pico (Anexo VII.C. Curva melting), lo que se traduce en una 
inespecificidad, como ya había aparecido en el gel de agarosa, donde se observaron 
dos bandas. Esto nos llevó a descartar definitivamente el GADPH como 
housekeeping de nuestro experimento. 
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Durante el desarrollo de la reacción, el número de copias de la diana al inicio 
de la misma se puede cuantificar con gran precisión a través del ciclo umbral (Ct)13. 
De esta manera, utilizando muestras patrones que contienen diluciones seriadas de 
concentraciones conocidas de la diana, se construye una recta de calibración que 
relaciona los Ct con el logaritmo de la cantidad inicial de molde. Extrapolando en 
esta recta los Ct obtenidos para las muestras problema, se puede estimar dicho 
valor. Los niveles de Ct son inversamente proporcionales a la cantidad del transcrito 
en la muestra.  
 
Para determinar el rendimiento de una reacción de PCR cuando se comparan 
diferentes condiciones de reacción, se usan entre otros los valores de la eficiencia y 
el parámetro R2 de la reacción. La eficiencia de la PCR es dependiente en el ensayo 
del rendimiento de mezcla maestra y de la calidad de la muestra. Generalmente, 
una eficiencia entre 0.9 y 1.1 se considera aceptable. R2 es un término estadístico 
que indica lo bien que un valor puede ser predictor de otro. Cuando R2 es 1, el valor 
de Ct se puede utilizar para predecir con precisión el valor entre dos muestras. Si 
R2 es 0, el valor de una muestra no puede predecirse a partir del valor de otra. Un 
valor de R2> 0.99 proporciona una buena confianza en la correlación de dos 
valores.  
 
En nuestro caso la eficiencia en la curva patrón de la clusterina fue de 1,13 y 
para el 18S ribosómico de 1. R2, tanto para la curva patrón de la clusterina como 
para la del 18S ribosómico fue de 0,96. Este resultado demuestra el buen 
rendimiento de la reacción y la aceptación de ambas curvas patrón para la 
estimación del resto de las muestras (Anexo VII).  
 
Una vez tuvimos las curvas patrón, realizamos la qRT-PCR para cada una de 
las muestras de estudio.  
 
                                                 
13 El ciclo umbral es el número de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia 
significativo con respecto a la señal de base, y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de 
moléculas molde. 
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2.4. Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real 
 (qRT-PCR). 
 
 La PCR a tiempo real es una técnica ampliamente utilizada para estudios de 
expresión proteica. Se basa en la reacción en cadena de la polimerasa. Con esta 
metodología se pueden producir en el laboratorio múltiples copias de un fragmento 
de ADN específico. Realizando este tipo de PCR, además de la detección del gen o 
proteína que nos interesa estudiar, podemos tener una estimación cuantitativa de 
su expresión (Wasilk et al., 2004).  
 
  Se realizaron tres réplicas por muestra, un control negativo para cada una 
de las muestras para descartar posibles contaminaciones de las mismas y un 
control negativo para detectar posibles uniones inespecíficas de los primers, tanto 
para el 18S ribosómico, como para la clusterina. 
 
Para analizar cambios relativos en la cantidad de transcritos, ya que no 
podíamos calcularlo de forma absoluta por no conocer la cantidad de ADN de la que 
partimos, se comparó, el valor Ct de la clusterina con el valor Ct del 18S ribosómico 
para cada una de las muestras. La diferencia entre ambos valores permite 
determinar los cambios relativos en la expresión de nuestro gen problema (Rao et 
al., 2013). Para el cálculo de expresión de la proteína en cada muestra, nos 
ayudamos del software acoplado al termociclador (Rotor-Gene Expreriment Q 
Series Software 2.1.0).  
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3. Localización y expresión de clusterina en el espermatozoide. Objetivo 1. 
 
 
Para definir la localización y nivel de expresión de clusterina en el 
espermatozoide (primer objetivo de este trabajo) realizamos el análisis en todas las 
muestras de los dos grupos de estudio.  
 
Al realizar el estudio de inmunohistoquímica para cada una de las muestras 
de  cada uno de los grupos, se definieron diferentes patrones de expresión según la 
localización de la proteína dando como resultado diferentes grupos: 
Espermatozoides que no expresan la proteína y, por tanto, no había tinción en ellos 
(a), por el contrario, otro grupo de espermatozoides estaba completamente teñido 
a lo largo de toda su superficie (b). De forma intermedia a esas dos categorías de 
expresión por tinción, obtuvimos un grupo de células que presentaban tinción 
localizada en acrosoma únicamente o en combinación con la pieza intermedia y/o la 
cola (c y d) y tinciones solo localizadas total o parcialmente en pieza intermedia y/o 
la cola (e y f). 
 
 
 
 
 
  a)     b) 
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  c)     d) 
 
 
 
 
 
 
  
  e)     f)  
 
 
 
 
              
 
 
 
Si miramos el patrón de tinción más frecuente para la proteína en cada uno 
de los pacientes de los dos grupos, vemos que este no es la tinción definida en la 
cabeza, sino en la cola y la pieza intermedia del espermatozoide, seguido de la 
expresión localizada en el acrosoma y por último la expresión en toda la superficie 
de espermatozoide (Gráfica 6).  
 
 
 
 
  
 
 
Imagen 8. Patrones de expresión de clusterina en espermatozoides (tonalidad marrón). a) 
No tinción, b) teñido en toda la superficie, c) tinción en acrosoma y algo en el pieza 
intermedia, d) tinción en acrosoma y parcialmente en la cola, e) tinción parcial en cola y 
pieza intermedia, f) pieza y cola totalmente teñida. 
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35,56%
11,11%
32,22%
21,11%
Patrón deTinción más frecuente para la Clusterina
sin presencia de tinción
Tinción en toda la superficie
Tinción en pieza intermedia y cola
Tinción en Acrosoma
 
 
 
 También hemos encontrado la presencia de aglutinaciones de 
espermatozoides en los que hemos visto una alta expresión de clusterina, dándose 
sobretodo a nivel de la cola o en toda la superficie de los espermatozoides (Imagen 
9), aunque no tuvimos forma de cuantificarlo. 
 
 
Gráfica 6: Patrón de tinción más frecuente para la 
clu terina. 
Tinción en acroso a 
Tinción e  i  i t r ia y cola 
Tinción e  t rficie 
Sin presencia de ti i  
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Para el análisis estadístico, se tuvo en cuenta el porcentaje de 
espermatozoides que presentaban algún tipo de tinción marrón sin determinar su 
localización. Se definieron otras tres categorías en función de la zona marcada: 
Tinción y/o expresión localizada en el acrosoma, tinción en pieza intermedia y/o 
cola y tinción en toda la superficie del espermatozoide, también expresadas como 
porcentajes.  
 
 
Para interpretar si una muestra presentaba un alto nivel de expresión de 
clusterina o no, debido a la ausencia de un valor de referencia publicado, se tomó el 
valor de la mediana de todas las muestras incluyendo los dos grupos de estudio. A 
modo de ejemplo, para el valor de expresión de clusterina localizada en el 
acrosoma, se interpretó que una muestra presentaba una alta expresión para este 
parámetro cuando presentaba un valor igual o superior al 19% y una baja 
expresión si el valor dado para este porcentaje era menor de 19, el resto de valores 
puede observarse en la tabla 8. Los valores de expresión variaron desde el 0% para 
alguna de las variables hasta una alta expresión del 96%. Como se puede ver en la 
tabla, para la expresión de clusterina localizada en el acrosoma, el nivel de 
expresión varia desde una ausencia total hasta el 69%. Para la expresión localizada 
en cuello y pieza intermedia esta variaba entre valores del 1 al 87%, siendo el valor 
de la mediana del 26%. Mientras que para una tinción completa del espermatozoide 
los valores fueron desde el 0 al 65% y la mediana de 10%. La expresión de la 
proteína independientemente de la localización de la misma tuvo un valor medio de 
61% y una mediana del 64%, que fue el valor tomado de referencia para el estudio 
estadístico. Los valores máximos y mínimos fueron 96 y 4, respectivamente. Para 
los espermatozoides que no presentaban expresión de la proteína, el máximo y el 
Imagen 9. Expresión de clusterina en agregados y aglutinaciones de espermatozoides. 
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mínimo tuvieron valores muy parecidos a la anterior variable, pero en este caso el 
valor medio fue de casi el 40% y la mediana tuvo un valor del 36,5%.  
 
Se realizó también el estudio de expresión génica mediante qRT-PCR, al 
igual que para el estudio de inmunohistoquímica se tomó el resultado como una 
variable dicotómica para el estudio estadístico, tomando como referencia el valor de 
la mediana del delta-ct. De este modo, aquellas muestras en las que se obtuvo un 
valor menor al 11,14, se consideraron como una alta expresión y las muestras por 
encima de este valor se consideraron como baja expresión relativa de clusterina, ya 
que como se explicó en el apartado de material y método, el valor delta-ct es 
inversamente proporcional a la cantidad de transcrito de la muestra. Para este 
estudio, el valor máximo obtenido fue de 14,4 y el valor mínimo de 8,15.  
 
 
Tabla 8: Estadísticos. Patrones de tinción para el estudio de clusterina por Inmunohistoquímica. 
  
 
% 
Espermatoz. 
que no 
presentan 
tinción para 
clusterina 
(Inmunohist) 
 
% 
Espermatoz. 
que  
presentan 
tinción para 
clusterina 
(Inmunohist) 
 
% 
Espermatoz. 
con tinción 
en 
Acrosoma 
 
(Inmunohist) 
 
% 
Espermatoz. 
con tinción 
en toda su 
superficie 
 
(Inmunohist) 
 
% 
Espermatoz. 
con tinción 
en pieza 
intermedia 
y cola. 
(Inmunohist) 
 
Expresión 
de 
clusterina 
qRT-PCR 
(deltact) 
N Válidos 126 126 126 126 126 113 
  Perdidos 0 0 0 0 0 13 
Media 39,17 61,11 19,80 12,85 28,48 11,2277 
Mediana 36,50 64,00 19,00 10,00 26,00 11,14 
Moda 30 (a) 50 (a) 13 (a) 6 (a) 17 12,19 (a) 
Desv. típ. 19,76 19,42 13,79 10,52 16,60 1,29 
Varianza 390,54 377,33 190,35 110,76 275,67 1,67 
Mínimo 3 4 0 0 1 8,15 
Máximo 96 96 69 65 87 14,44 
Percentiles 25 23,00 46,75 9,00 6,00 16,75 10,23 
  50 36,50 64,00 19,00 10,00 26,00 11,14 
  75 55,00 77,00 26,25 17,25 37,00 12,19 
(a)  Existen varias modas. Se mostrará el menor de los valores.  
 
 
En las gráficas 7-11 que se presentan a continuación, se representan los 
valores de cada individuo en cada uno de los grupos de estudio para el estudio por 
inmunohistoquímica. Se han representado: la expresión de clusterina en el 
espermatozoide, es decir, porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina 
sin evaluar la localización (gráfica 10), la variable porcentaje de tinción localizada 
en acrosoma (gráfica 7,) pieza intermedia y cola (gráfica 8) y la tinción en toda la 
superficie del espermatozoide (gráfica 9). Por encima de la línea que representa la 
mediana (línea horizontal roja), valor tomado como referencia para reconvertir las 
variables en dicotómicas, están las muestras con más expresión de clusterina y por 
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debajo de la línea están las muestras con un valor de expresión menor a la 
mediana de la población. En la gráfica 11, se muestra la distribución de la expresión 
de clusterina medida mediante la técnica de qRT-PCR, en cuya representación las 
muestras con valores por encima de la mediana, van a ser aquellas que presenten 
menor clusterina. Como hemos explicado antes, los valores de delta-ct 
representados son inversamente proporcionales a la cantidad de clusterina de cada 
muestra, por tanto, los valores que quedan por debajo de la línea de la mediana 
serán las muestras con más expresión. Igualmente ha sido el valor de la mediana, 
el tomado como referencia en el estudio estadístico para reconvertir estas variables 
a dicotómicas.  
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Gráfica 7: Tinción de clusterina localizada en acrosoma del espermatozoide 
para toda la población de estudio (grupo control y grupo de pacientes). 
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Gráfica 8: Tinción de clusterina localizada en la pieza intermedia y cola del 
espermatozoide para toda la población de estudio (grupo control y grupo 
de pacientes). 
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Gráfica 9: Tinción de clusterina localizada en toda la superficie del 
espermatozoide para toda la población de estudio (grupo control y grupo 
de pacientes). 
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Gráfica 10: Expresión de clusterina mediante inmunohistoquímica en el 
espermatozoide para toda la población de estudio (grupo control y grupo 
de pacientes). 
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Gráfica 11: Expresión de clusterina mediante qRT-PCR en espermatozoides 
para toda la población de estudio (grupo control y grupo de pacientes). 
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4. Relación entre la expresión de clusterina y las variables del 
seminograma. Objetivo 2. 
 
 
A la luz de los resultados anteriores, nuestro siguiente objetivo en este trabajo 
fue ver si existía alguna relación entre las variables obtenidas tras la realización de 
un seminograma y la expresión de clusterina en el espermatozoide. Para la primera 
variable dada por el seminograma, concentración total de espermatozoides (tabla 
9), hemos obtenido una tendencia a la significación para la tinción localizada en el 
acrosoma. Así una concentración de espermatozoides menor al valor de referencia, 
se asocia con un menor porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina 
localizada en esta zona. Además, hemos visto que pacientes oligozoospérmicos 
presentan significativamente un porcentaje mayor de espermatozoides que 
expresan clusterina en toda la superficie del espermatozoide (p=0,002). No hemos 
encontrado relación para el resto de patrones de expresión, al igual que para la 
expresión de clusterina en el espermatozoide independientemente de la localización 
estudiada mediante inmunohistoquímica. Tampoco para la expresión de clusterina 
medida mediante qRT-PCR. 
 
Tabla 9. Tabla de contingencia. Relación entre la concentración total de espermatozoides y la expresión 
de clusterina. 
Concentración total 
de espermatozoides Expresión de clusterina 
Expresión Oligozoosp. Normo 
Nivel de  
signific. 
(unilateral) 
Baja 5 57 Espermatozoides que expresan tinción 
para clusterina. (Inmunohistoquímica) 
Alta 11 53 
0,101 
Baja 11 51 Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 5 59 
0,079 
Baja 2 58 
Tinción clusterina en toda la superficie 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 14 52 
0,002 
Baja 5 56 Tinción de clusterina cuello y cola del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 11 54 
0,114 
Baja 6 51 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR Alta 6 50 
0,606 
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 Para la variable de movilidad espermática progresiva, obtuvimos que las 
muestras astenozoospérmicas presentan un menor porcentaje de espermatozoides 
que expresan clusterina independientemente de su localización (p=0,033). Si 
tenemos en cuenta la localización de la proteína, observamos diferencias 
significativas para la expresión en acrosoma, de este modo pacientes con movilidad 
alterada presentaron una menor expresión (p=0,033). No hemos encontrado 
significación para el resto de patrones, tampoco para el estudio de expresión de la 
proteína por qRT-PCR (Tabla 10). 
 
 
Tabla 10. Tabla de contingencia. Relación entre el porcentaje de espermatozoides móviles progresivos y 
la expresión de clusterina. 
Espermatozoides móviles 
progresivos (%) Expresión de clusterina 
Expresión Astenozoosp. Normo 
Nivel de  
signific. 
(unilateral) 
Baja 10 52 Espermatozoides que expresan tinción 
para clusterina. (Inmunohistoquímica) 
Alta 3 61 
0,033 
Baja 10 52 Tinción de clusterina en el acrosoma del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 3 61 
0,033 
Baja 8 52 Tinción clusterina en toda la superficie del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 5 61 
0,221 
Baja 5 56 Tinción de clusterina cuello y cola del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 8 57 
0,322 
Baja 5 52 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por qRT-PCR Alta 6 50 
0,487 
 
 
 Esto está en consonancia con los resultados de la variable anterior, para 
pacientes asteno y oligozoospérmicos. Hemos encontrado una menor expresión de 
clusterina localizada en acrosoma. Podemos relacionar, por tanto, la baja expresión 
de clusterina en el acrosoma con un seminograma alterado para el valor de 
concentración y de movilidad.  
 
 En el estudio de morfología espermática, no hemos encontrado relación 
estadísticamente significativa para la expresión génica de clusterina analizada por 
qRT-PCR o por inmunohistoquímica. Tampoco hemos encontrado relación para los 
diferentes patrones de localización de la proteína (Tabla 11).   
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Tabla 11. Tabla de contingencia. Relación entre la morfología espermática y la expresión de clusterina. 
Morfología espermática 
(%) Expresión de clusterina 
Expresión Teratozoosp. Normo 
Nivel de  
signific. 
(unilateral) 
Baja 3 56 Espermatozoides que expresan tinción 
para clusterina. (Inmunohistoquímica) 
Alta 2 58 
0,492 
Baja 4 55 Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 1 59 
0,108 
Baja 2 54 
Tinción clusterina en toda la superficie 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 3 60 
0,556 
Baja 2 55 Tinción de clusterina cuello y cola del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 3 59 
0,540 
Baja 3 50 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR 
Alta 2 52 
0,491 
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5. Diferencias en la expresión de clusterina entre los diferentes grupos de 
estudio. Objetivo 3. 
 
 
 Para describir si existen diferencias significativas entre el grupo control de 
varones fértiles con seminograma normal y el grupo de pacientes que están en 
nuestro programa de fecundación in vitro, realizamos una comparación de medias 
para cada una de las variables definidas para la expresión de clusterina (Tabla 12). 
Como se muestra en la Tabla hay diferencias significativas cuando la clusterina se 
expresa en la zona del cuello y cola del espermatozoide y cuando ésta se expresa 
localizada en el acrosoma. Para la primera variable, vemos que en el grupo control 
aparece una alta expresión estadísticamente significativa. Por el contrario para la 
localización en el acrosoma la expresión es menor en el grupo control. No hemos 
encontrado diferencias estadísticamente significativas para la expresión de 
clusterina localizada en toda la superficie del espermatozoide. Tampoco para la 
expresión independientemente de la localización en el espermatozoide medida por 
inmunohistoquímica o por qRT-PCR. 
 
 
 
Tabla 12. Tabla de contingencia. Expresión de clusterina comparada para grupo control y grupo de 
pacientes. 
Grupo de estudio Expresión de clusterina 
Expresión Control Paciente 
Nivel de  
signific. 
(unilateral) 
Baja 15 47 Espermatozoides que expresan 
tinción para clusterina. 
(Inmunohistoquímica) Alta 21 43 
0,191 
Baja 23 39 Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 13 51 
0,029 
Baja 16 44 
Tinción clusterina en toda la 
superficie del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 20 46 
0,400 
Baja 10 51 Tinción de clusterina cuello y cola 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 26 39 
0,006 
Baja 18 38 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR Alta 18 39 
0,555 
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Por los resultados obtenidos, nos planteamos estudiar si existirían las 
mismas relaciones dividiendo el grupo de pacientes infértiles por cada una de las 
alteraciones en el seminograma. Así, separamos a los pacientes en subgrupos, 
atendiendo a la concentración espermática alterada, a la movilidad alterada, o a la 
morfología anormal y por último, un subgrupo formado por pacientes con 
seminograma normal. De este modo, el grupo de pacientes con concentración 
alterada englobó varones diagnosticados: O, OAT, OA, OT; el segundo grupo de 
pacientes con movilidad alterada estaba formado por varones: A, OA, AT, OAT; el 
tercer grupo de pacientes con morfología alterada, estaba formado por: T, OT, AT, 
OAT; y un cuarto grupo de pacientes formado por los normozoospérmicos. Cada 
uno de estos subgrupos se comparó con el grupo control.  
 
Al calcular el valor medio en cada subgrupo para las variables de expresión 
de clusterina, obtuvimos que varones con concentración espermática alterada 
presentaban el mayor promedio para la expresión global de clusterina calculada por 
qRT-PCR y por inmunohistoquímica (Tabla 13), presentando también un mayor 
promedio de espermatozoides con clusterina localizada en toda la superficie del 
mismo. El subgrupo de pacientes con morfología anormal tiene un alto valor medio 
de espermatozoides que expresan clusterina en toda la superficie del 
espermatozoide, similar al grupo anterior. Varones con movilidad alterada presenta 
valores medios para todas las variables. Es sorprendente el alto porcentaje de 
expresión en el acrosoma para el subgrupo de pacientes normozoospérmicos pero 
infértiles. Por último, el grupo de controles se mantiene con valores medios para las 
variables de expresión proteica, presentando el valor más elevado en la expresión 
intermedia localizada en el cuello y cola. 
 
Tabla 13. Valores medios de expresión de clusterina por subgrupos de pacientes infértiles y grupo de 
controles. 
  
 
% 
Espermatoz. 
que 
presentan 
tinción para 
clusterina. 
(Inmunohist) 
% 
Espermatoz. 
con tinción 
en acrosoma 
(Inmunohist) 
% 
Espermatoz. 
con tinción 
en toda su 
superficie 
(Inmunohist) 
 
% 
Espermatoz. 
con tinción 
en pieza 
intermedia y 
cola. 
(Inmunohist) 
 
Expresión 
de 
clusterina 
qRT-PCR 
(deltact) 
OLIGOZOOSP. 74 16 27 32 10,83 
ASTENOZOOSP. 56 17 11 28 11,35 
TERATOZOOSP. 65 11 28 27 11,84 
GRUPO DE 
PACIENTES 
INFÉRTILES 
NORMOZOOSP 57 23 12 22 11,18 
GRUPO DE CONTROLES 
FÉRTILES 66 16 11 39 11,35 
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Al realizar el estudio estadístico, tomando como referencia el valor de la 
mediana para evaluar una alta o baja expresión de la clusterina, los resultados 
estadísticos muestran que el grupo de pacientes con concentración alterada (O, OA, 
OT, OAT) presentan una proporción de espermatozoides con expresión de clusterina 
en toda su superficie mayor que el grupo control, p= 0,024 (Tabla 14). En la 
comparativa entre grupo control y pacientes con la movilidad espermática alterada 
(A, OA, AT, OAT), hemos obtenido una relación estadística para la expresión global 
de clusterina en el espermatozoide mediante inmunohistoquímica (Tabla 15). En 
este caso el grupo astenozoospérmico presenta menor expresión que el grupo 
control (p=0,033). No obtuvimos ninguna relación estadística entre pacientes con 
morfología anormal (T, OT, AT, OAT) y el grupo control (Tabla 16), aunque este 
grupo presentara un alto valor medio de espermatozoides que expresan clusterina 
en toda la superficie, como se puede observar en la Tabla 13. 
 
 
 
Tabla 14. Tabla de contingencia. Expresión de clusterina comparada para grupo control y grupo de 
pacientes con concentración espermática alterada.  
Grupos de estudio  
Expresión de clusterina Expresión Pacientes 
oligozoosp. Controles 
Nivel de  
signific. 
(unilateral) 
Baja 5 15 Espermatozoides que expresan tinción 
para clusterina. (Inmunohistoquímica) 
Alta 11 21 
0,347 
Baja 11 23 
Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 5 13 
0,496 
Baja 2 16 
Tinción clusterina en toda la superficie 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 14 20 
0,024 
Baja 5 10 
Tinción de clusterina cuello y cola del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 11 26 
0,523 
Baja 6 18 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR 
Alta 6 18 
0,630 
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Tabla 15. Tabla de contingencia. Expresión de clusterina comparada para grupo control y grupo de 
pacientes con movilidad espermática alterada. 
Grupos de estudio   
Expresión de Clusterina Expresión Pacientes 
astenozoosp. Controles 
Nivel de  
signific. 
(unilateral) 
Baja 13 15 Espermatozoides que expresan tinción 
para clusterina. (Inmunohistoquímica) 
Alta 5 21 
0,033 
Baja 12 23 Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 6 13 
0,544 
Baja 12 16 
Tinción clusterina en toda la superficie 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 6 20 
0,105 
Baja 8 10 Tinción de clusterina cuello y cola del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 10 26 
0,179 
Baja 9 18 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR Alta 6 18 
0,367 
 
 
 
Tabla 16. Tabla de contingencia. Expresión de clusterina comparada para grupo control y grupo de 
pacientes con morfología espermática alterada. 
Grupos de estudio Expresión de clusterina Expresión 
Pacientes 
teratozoosp. Controles 
Nivel de 
signific. 
(unilateral) 
Baja 3 15 Espermatozoides que expresan tinción 
para clusterina. (Inmunohistoquímica) Alta 2 21 
0,381 
Baja 4 23 Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 1 13 
0,436 
Baja 2 16 Tinción clusterina en toda la superficie 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 3 20 
0,619 
Baja 2 10 Tinción de clusterina cuello y cola del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 3 26 
0,461 
Baja 3 18 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR Alta 2 18 
0,524 
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Al comparar el grupo de pacientes normozoospérmicos con el grupo control 
fértil, hemos encontrado que este grupo de pacientes pertenecientes a nuestro 
programa de fecundación in vitro, y con un seminograma normal, presenta mayor 
expresión de clusterina localizada en el acrosoma con respecto al grupo control 
(p=0,006). Para la expresión de la proteína localizada en el cuello y cola del 
espermatozoide, el resultado fue al contrario, en la muestra de pacientes hubo una 
expresión menor con respecto al grupo control con una p=0,001 (Tabla 17). 
 
 
Tabla 17. Tabla de contingencia. Expresión de clusterina comparada para grupo control y grupo de 
pacientes normozoospérmicos. 
Grupos de estudio Expresión de clusterina 
Expresión 
Pacientes 
normozoosp. Controles 
Nivel de 
signific. 
(unilateral) 
Baja 32 15 Espermatozoides que expresan tinción 
para clusterina. (Inmunohistoquímica) 
Alta 30 21 
0,230 
Baja 22 23 Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 40 13 
0,006 
Baja 31 16 Tinción clusterina en toda la superficie 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 31 20 
0,375 
Baja 40 10 Tinción de clusterina cuello y cola del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 22 26 
0,001 
Baja 27 18 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR 
Alta 27 18 
0,585 
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6. Relación de la expresión de clusterina y los resultados de un 
tratamiento de fecundación in vitro. Objetivo 4. 
 
 
 Como último objetivo para este trabajo, nos propusimos ver la relación de la 
expresión de clusterina con los resultados obtenidos tras un tratamiento de 
fecundación in vitro. Para ello, tuvimos en cuenta sólo a nuestro grupo de pacientes 
y como variables para reflejar el éxito del tratamiento utilizamos: el porcentaje de 
fecundación de los óvulos inseminados, la calidad embrionaria de aquellos que 
fueron seleccionados para transferírselos a la pareja de nuestros pacientes en la 
primera transferencia en fresco durante la realización del tratamiento, y por último, 
el test de gestación realizado a los 14 días post-transferencia. 
 
 Para el porcentaje de fecundación, definimos como valor de referencia el 
estándar de calidad dado por la Sociedad Española de Fertilidad (Moreno et al., 
2012). Así hablaremos de un valor subóptimo, cuando este esté por debajo de este 
valor y, cuando esté por encima, de un porcentaje óptimo. Al comparar esta 
variable con la expresión de clusterina en el espermatozoide, no obtuvimos 
diferencias significativas como se muestra en siguiente Tabla:  
 
Tabla 18. Tabla de contingencia. Relación entre el porcentaje de fecundación obtenido tras un 
tratamiento de F.I.V y la expresión de clusterina. 
Porcentaje de 
fecundación Expresión de clusterina 
Expresión Sub-óptima Óptima 
Nivel de  
signific. 
(unilateral) 
Baja 23 22 Espermatozoides que expresan tinción 
para clusterina. (Inmunohistoquímica) 
Alta 18 25 
0,256 
Baja 15 24 Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 26 23 
0,125 
Baja 25 24 
Tinción clusterina en toda la superficie 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 16 23 
0,237 
Baja 21 21 Tinción de clusterina cuello y cola del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 20 26 
0,345 
Baja 15 22 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR 
Alta 19 19 
0,277 
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 Al estudiar la siguiente variable, la calidad de los embriones transferidos 
durante un tratamiento de fecundación in vitro, se tomaron dos categorías, como 
ya se explicó en el apartado de material y métodos. En una, los embriones 
transferidos (uno o dos) eran de buena calidad (tipo A y/o B, según la clasificación 
Asebir) y en otra, los embriones transferidos eran de cualquier otra calidad. No 
obtuvimos relación estadísticamente significativa para esta variable y la expresión 
de clusterina en los espermatozoides de los varones sometidos al tratamiento,  
estudiada tanto por inmunohistoquímica como por qRT-PCR.  
 
 
Tabla 19. Tabla de contingencia. Relación entre la calidad de los embriones transferidos en un 
tratamiento de F.I.V. y la expresión de clusterina. 
Calidad de los embriones 
transferidos 
Expresión de clusterina 
Expresión 
Embriones 
transferidos de 
otra calidad 
Embriones 
transferidos 
A y/o B 
Nivel de  
signific. 
(unilateral) 
Baja 24 15 
Espermatozoides que expresan 
tinción para clusterina. 
(Inmunohistoquímica) Alta 27 13 
0,375 
Baja 21 13 
Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 30 15 
0,415 
Baja 26 17 
Tinción clusterina en toda la 
superficie del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 25 11 
0,277 
Baja 26 11 
Tinción de clusterina cuello y cola 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 25 17 
0,224 
Baja 19 15 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR 
Alta 22 10 
0,205 
 
 
 Por último, al relacionar el resultado del test de gestación realizado tras el 
tratamiento F.I.V con la expresión de nuestra proteína, obtuvimos que una alta 
expresión de clusterina localizada en el acrosoma está relacionada con un test de 
gestación negativo, por lo que se relaciona también con un fracaso del tratamiento, 
p=0,012 (Tabla 20). Para el estudio de expresión génica mediante el uso de la 
técnica qRT-PCR, una mayor expresión de clusterina en el espermatozoide está 
relacionado con un test de gestación negativo, p=0,041. Para el resto de variables 
establecidas en el estudio de expresión proteica no obtuvimos diferencias 
estadísticamente significativas. Por lo que podemos concluir que una alta expresión 
génica de clusterina y/o la localización en el acrosoma predeterminan fracaso en un 
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tratamiento de fecundación in vitro.  
 
Tabla 20. Tabla de contingencia. Relación entre el test de gestación obtenido tras el tratamiento de 
F.I.V. y la expresión de clusterina. 
Test de gestación Expresión de clusterina 
Expresión Negativo Positivo 
Nivel de  
signific. 
(unilateral) 
Baja 23 15 Espermatozoides que expresan tinción 
para clusterina. (Inmunohistoquímica) 
Alta 27 13 
0,685 
Baja 16 18 Tinción de clusterina acrosoma del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 34 10 
0,012 
Baja 26 16 
Tinción clusterina en toda la superficie 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica) Alta 24 12 
0,841 
Baja 21 15 Tinción de clusterina cuello y cola del 
espermatozoide. (Inmunohistoquímica) 
Alta 29 13 
0,455 
Baja 17 15 Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR 
Alta 26 8 
0,041 
 
 
 
 Finalmente se realizó el análisis de regresión logística multivariante tomando 
como variable dependiente el resultado del test de gestación positivo, que 
confirmaron los resultados anteriores. Así un test de gestación positivo se relaciona 
con una baja expresión de clusterina en el acrosoma con un OR de 14,8 siendo el 
intervalo de confianza (IC) al 95% entre 2,78 y 79,3. Igualmente, el éxito del 
tratamiento se relaciona con baja expresión de clusterina medido por qRT-PCR con 
un OR de 10, 85, para el cual el IC está entre los valores 2,05 y 57,43. 
 
 
Tabla 21: Análisis de regresión logística multivariante, variable dependiente: Test de gestación positivo. 
 
* Referencia de las variables independientes dicotómicas: baja expresión. 
     
I.C. 95,0%        
para EXP(B) 
 
B Sig. 
(p) 
Odds 
Ratio 
Inferior Superior 
Tinción de clusterina acrosoma 
del espermatozoide. 
(Inmunohistoquímica)* 
2,698 0,002 14,847 2,780 79,305 
Expresión de clusterina en el 
espermatozoide por  qRT-PCR* 
2,384 0,005 10,851 2,050 57,432 
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1. Localización y expresión de clusterina en el espermatozoide. 
 
 
Después de los resultados obtenidos, podemos afirmar la presencia de 
clusterina en el espermatozoide. Además presenta una localización variable que 
puede distribuirse por toda la superficie del espermatozoide, en la zona del 
acrosoma o con una distribución intermedia en cola y cuello, tal y como hemos 
demostrado mediante inmunohistoquímica y en consonancia con lo publicado por 
diferentes grupos (Sylvester et al., 1991; O´Bryan et al., 1994; Jones y Jomary, 
2002).  
 
Durante la espermatogénesis, en un primer momento, la clusterina 
secretada por las células de Sertoli y por el epidídimo, se une al espermatozoide 
inmaduro  en toda la superficie. Se creía que posteriormente, mientras se concluía 
el proceso de maduración, la proteína iba cambiando su localización y ya, en el 
espermatozoide maduro se localizaba en la zona del acrosoma.  
 
Recientemente y durante el desarrollo de este estudio, el grupo de Han 
(2012) ha descrito que cuando el espermatozoide completa su madurez, comienza 
a sintetizar una proteína propia, secretada y localizada en el acrosoma, 
concretamente, en la región post-acrosomal del espermatozoide normal y que 
forma parte del pool de proteínas que es capaz de sintetizar el propio 
espermatozoide, a través del complejo ribosomal de sus mitocondrias, una vez que 
ha alcanzado su madurez. Concepto que hemos revalidado con nuestros resultados 
obtenidos por qRT-PCR, donde también hemos obtenido una expresión de clusterina 
por el propio espermatozoide variable. 
 
De este modo, la expresión de clusterina en toda la superficie del 
espermatozoide representa a los espermatozoides inmaduros. Por el contrario, la 
expresión localizada en el acrosoma debería pertenecer a la proteína secretada, 
sintetizada por el propio espermatozoide maduro. Esta localización se relaciona con 
el proceso molecular de la reacción acrosómica y en último término, con la 
fertilización de un óvulo (Atlas-White et al., 2000). Tal vez entonces, cuando la 
expresión de la proteína está en la zona intermedia o en la cola, podría pertenecer 
a estadios intermedios de madurez. 
 
Incluir el estudio de expresión génica mediante qRT-PCR nos ha ayudado a 
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estudiar la proteína sintetizada únicamente por el espermatozoide. Los patrones de 
expresión encontrados en el espermatozoide por inmunohistoquímica nos 
demuestran la presencia de una proteína citoplasmática y de secreción, procedente 
de las células de Sertoli y/o del epidídimo en el espermatozoide inmaduro, o 
sintetizada por él cuando llega a su madurez. Mediante la técnica de qRT-PCR, 
hemos obtenido expresión de clusterina sintetizada por el propio espermatozoide.  
 
No hemos encontrado tinción localizada en el núcleo de la célula, que 
correspondería a la isoforma nuclear (nCLU), en ninguna de las muestras, esto hace 
que casi la totalidad de la proteína expresada por el espermatozoide sea la forma 
secretada. Hay trabajos donde se ha descrito que no existe expresión de esta 
última isoforma en el espermatozoide normal de muestras de varones fértiles (Han 
et al., 2012). Aunque en diferentes situaciones patológicas, como el Alzheimer 
(Calero et al., 2005; Wu et al., 2012) o distintos tipos de cáncer (Xie et al., 2002; 
Califice et al., 2004; Kang et al., 2004; Cao et al., 2005; Redondo et al., 2006, 
2007 y 2009; Aigelsreiter et al., 2009), se produce una sobre-expresión de la 
isoforma nuclear en diferentes tipos de células, el único estudio que menciona la 
existencia de expresión en el espermatozoide, entendiendo cómo situación 
patológica la infertilidad, es el publicado por Thacker et al. (2011), que comparó el 
perfil proteico entre el esperma de hombres fértiles e infértiles utilizando 
electroforesis en gel y espectrometría de masas MALDI-TOF. Evaluó cuatro proteínas 
en cuatro pacientes, siendo sólo un paciente oligoastenozoospérmico y los otros 
tres normales, encontrando en el primero mayor expresión de isoforma nuclear de 
la clusterina.  
 
Es clave el estudio de la localización de la clusterina en el espermatozoide 
para entender su papel en la fertilidad masculina. Aunque a priori la localización de 
clusterina es un indicador de un buen ensamblaje del acrosoma (O´Bryan et al., 
1994) y de una morfología normal (Han et al., 2012), aumento en el porcentaje de 
espermatozoides que expresan clusterina en toda su superficie dentro de un 
eyaculado podría representar una defectuosa espermatogénesis y sería un 
marcador de alteraciones en el seminograma. Esto estaría favoreciendo la adhesión 
espermática y, por tanto, limitando su movilidad.  
 
Es posible que la función de adhesión de la clusterina en el espermatozoide 
sea más dominante que su función de supervivencia o su papel en el proceso de 
fecundación. Esta afirmación se apoya en la alta presencia de clusterina detectada 
en los agregados y aglutinados de espermatozoides, en los que se observan 
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numerosos espermatozoides positivos en toda su superficie para la proteína, tal y 
como se observa en la Imagen 9. Ya sabemos que esos agregados están formados 
en su mayoría por espermatozoides defectuosos (Carlsson et al., 2004) y 
morfológicamente anormales (Ibrahim et al., 2000). Al estar insertados en estos 
agregados, no serán espermatozoides que lleguen a fecundar un óvulo. En esta 
situación, la función agregante de la clusterina secretada tiene un papel 
fundamental, pudiendo actuar además como un marcador inicial de apoptosis 
celular para estos espermatozoides no aptos para la fertilidad. 
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2. Relación entre la expresión de clusterina y las variables del 
seminograma. 
 
 
 Al realizar el estudio comparativo de la expresión de clusterina con las 
variables dadas por el seminograma (concentración, movilidad y morfología) en 
pacientes con una concentración espermática alterada, encontramos un elevado 
nivel de expresión de clusterina expresada en toda la superficie del 
espermatozoide, de acuerdo con lo publicado en 1994 por el grupo de O´Bryan, 
siendo en su mayoría espermatozoides que aún no han finalizado su proceso 
madurativo. Hemos encontrado además una tendencia a la significación para la 
expresión en acrosoma, viendo que hay una menor expresión en pacientes 
oligozoospérmicos para esta localización. No hemos encontrado diferencias 
estadísticas para la expresión de clusterina mediante RT-PCR, aunque el valor 
medio para estos pacientes sea el que representa una expresión mayor (Tabla 13). 
 
 Para el grupo de pacientes astenozoospérmicos, el nivel de expresión de la 
proteína es generalmente menor. Evaluando los patrones de expresión que hemos 
obtenido para la localización de la proteína mediante inmunohistoquímica, en este 
grupo hay menor expresión significativa en la posición acrosómica.   
 
Para pacientes con alteración en la morfología, el promedio de espermatozoides 
que tienen clusterina en toda su superficie presenta valores altos y similares a los 
pacientes oligozoospérmicos (Tabla 13), demostrando esta tendencia el aumento de 
esta expresión en seminogramas alterados. Sin embargo, el análisis estadístico no 
demostró diferencias respecto al grupo normal para esta variable del seminograma. 
Tampoco obtuvimos ninguna diferencia estadística para el resto de variables de 
expresión proteica. Estos resultados podrían ser debidos a que este grupo de 
pacientes era el más reducido del estudio (5 pacientes).   
 
 En general, no hemos obtenido evidencia estadística para la expresión global 
de la proteína sin evaluar en qué zona del espermatozoide se expresa, ni por el 
estudio mediante inmunohistoquímica, ni por el estudio de expresión génica por 
qRT-PCR entre varones normales y aquellos que presentaban alguna alteración en 
su seminograma. Aún así, como vemos en la Tabla 13, el grupo de pacientes que 
presenta una mayor expresión de clusterina medida por qRT-PCR es el de varones 
con alteración en la concentración espermática. Se puede sugerir que medir la 
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expresión de clusterina global en espermatozoide, sin diferenciar su localización en 
la célula para estudiar la relación entre la expresión de clusterina y las variables del 
seminograma con técnicas de inmunohistoquímica o por qRT-PCR, no resulta 
concluyente, si no se tiene en cuenta además dónde se está expresando. Es decir, 
es necesario tener en cuenta la localización de la clusterina en el espermatozoide.  
  
 Nuestro estudio afirma que muestras astenozoospérmicas y 
oligozoospérmicas presentan una menor expresión de clusterina en el acrosoma. 
Además en pacientes oligozoospérmicos existe una mayor proporción de 
espermatozoides que presentan la proteína en toda su superficie en comparación a 
muestras normales. De este modo, una menor expresión de clusterina localizada en 
el acrosoma está relacionada con una alteración en el seminograma para la 
concentración y la movilidad espermática (Tablas 9 y 10). Mientras que aumentos 
en la expresión de clusterina en toda la superficie del espermatozoide se relaciona 
con un seminograma alterado para la concentración espermática, según nuestros 
resultados (Tabla 9).  
 
 Que existiese una expresión de clusterina diferente en muestra de esperma 
alterada se describió ya en el año 2000, aunque en modelos animales. Ibrahim 
presentó un estudio mediante citometría de flujo en espermatozoides de toro, 
donde una marcación positiva para clusterina se correlacionaba inversamente con la 
movilidad espermática y la morfología (Ibrahim et al., 2000). En un estudio 
posterior, realizado sobre espermatozoides de carnero,  se concluyó que en 
espermatozoides anormales por espermatogénesis defectuosa en aislamiento 
escrotal, se producía un aumento de presencia de clusterina que podría ser un 
marcador de un eyaculado pobre. Aunque en ninguno de los estudios se tuvo en 
cuenta la localización de la proteína, solo la presencia de la misma (Ibrahim et al., 
2001). 
 
 En humanos se han realizado diferentes estudios sobre la expresión de 
clusterina. Así el grupo de Martínez-Heredia en 2008 realizó un interesante trabajo, 
con el fin de encontrar marcadores de expresión proteica en varones, teóricamente 
infértiles, que presentaban un seminograma alterado. En concreto, comparó 
varones normales para el seminograma (donantes de semen), con pacientes con 
una astenozoospermia diagnosticada. Realizó un estudio de 101 proteínas 
relacionadas con alguna función del espermatozoide, como la espermatogénesis, el 
movimiento e, incluso, el proceso de fecundación en su unión al óvulo. Este estudio 
se realizó mediante espectrometría de masas, y de acuerdo con los resultados del 
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análisis, de todas las proteínas en estudio, se agruparon a 17 como aquellas que 
bien aumentaban o disminuían su expresión. Al comparar el grupo de donantes con 
el de pacientes con movilidad espermática alterada, concluyeron que existe una 
diferente expresión proteica para varones infértiles. Para el caso de la proteína 
clusterina, detectaron un aumento de expresión en pacientes con seminograma 
alterado.  
 
Si tenemos en cuenta la localización de la expresión de la proteína, los 
anteriores resultados no se corresponden totalmente con los nuestros. Nosotros 
hemos obtenido una menor expresión de clusterina en acrosoma en pacientes 
asteno y oligozoospérmicos, posiblemente porque esta localización está relacionada 
con mejores parámetros seminales. Al obtener además, un aumento en 
espermatozoides que expresan la proteína a lo largo de toda su longitud, en el caso 
de pacientes oligozoospérmicos, parece que es clave la localización de la proteína.  
 
Zalata et al. (2012) realizó un estudio en paralelo al nuestro con 124 
hombres, de los cuales 26 eran normozoospérmicos y el resto fueron bien asteno 
(A), teratoasteno (TA) u oligoteratoastenozoospermicos (OAT). Encontraron que la 
expresión de clusterina fue significativamente mayor en las muestras de semen de 
hombres con un seminograma alterado. El estudio fue realizado usando un análisis 
de expresión génica por qRT-PCR, encontrándose la mayor expresión en pacientes 
OAT, después en pacientes TA y por último, en pacientes A.  
 
Este resultado se correlaciona en parte con los valores obtenidos por 
nosotros, como se expresa en la Tabla 13. El valor mayor de expresión de 
clusterina, medido por qRT-PCR, es el del grupo de pacientes con concentración 
alterada, en nuestro caso hemos englobado a pacientes O, OA, OT y OAT. Aunque 
no hemos tenido evidencias estadísticas para definir una expresión diferencial entre 
varones con alteración en la concentración, la movilidad y la morfología para el 
seminograma.  
 
Este grupo además describió una correlación positiva entre la morfología 
alterada y un aumento en la fragmentación del ADN en el espermatozoide y 
propone que tal vez un aumento en la expresión de clusterina podría ser un 
marcador seminal de estrés oxidativo. Esta propuesta ha sido también apoyada por 
Strocchi et al. (2006), en cuyo trabajo se describe que durante el cambio fisiológico 
producido frente a una situación de estrés se produce un aumento en la expresión 
de clusterina, clave para el mantenimiento de la viabilidad celular en su función de 
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citoprotección y de remodelación tisular (Leskov et al., 2003). También se ha visto 
que durante una situación de choque térmico se produce un aumento de su 
expresión (Viard et al., 1999), actuando la forma secretora como una chaperona 
para la eliminación de proteínas defectuosas producidas en situaciones de estrés 
celular.  
 
Generalmente, clusterina está relacionada con la prevención de la 
precipitación de proteínas, la aglutinación de los espermatozoides y el control de la 
lisis inducida por el complemento de esperma anormal. La clusterina es capaz de 
proteger a la célula de la apoptosis inducida por ROS (radicales de estrés oxidativo) 
por su propiedad antioxidante. Cuando las mitocondrias del espermatozoide 
producen un exceso de éstos radicales, se produce rápidamente un daño oxidativo 
relacionado con una disminución de la actividad enzimática de la acrosina por la 
peroxidación de la membrana plasmática. En esta situación como sabemos, 
además, aumenta el grado de fragmentación del ADN de los espermatozoides, 
reduciendo su capacidad fecundante. En esta situación se ha descrito un aumento 
de expresión de clusterina (Sharma et al., 2013).  
 
 Aunque se ha publicado que un aumento en la expresión global de clusterina 
está relacionado con un seminograma alterado (Ibrahim et al., 2001; Martínez-
Heredia et al., 2008; Zalata et al., 2012), lo cierto es que en nuestros resultados no 
hemos obtenido diferencias significativas al medir la expresión de clusterina por 
inmunohistoquímica (sin evaluar la localización en la célula) o medida mediante 
qRT-PCR. Pero, si tenemos en cuenta la zona donde se expresa la clusterina, 
observamos un aumento de la expresión de la misma cuando se localiza en toda la 
superficie del espermatozoide en pacientes oligozoospérmicos y una reducción de la 
expresión en la zona del acrosoma también en estos pacientes y en 
astenozoospérmicos.  
 
 Por lo que es interesante estudiar el tipo de isoforma y la localización donde 
se expresa la clusterina. Aunque puede que a priori un aumento en la expresión 
global de clusterina está relacionado con un seminograma alterado, parece ser que 
en cuanto a la localización, la expresión de la proteína en toda la superficie del 
espermatozoide está relacionada con un seminograma alterado, mientras que la 
localización en el acrosoma se relaciona con muestras de esperma normal.  
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3. Diferencias en la expresión de clusterina entre los diferentes grupos de 
estudio. 
 
 
 Seguidamente, nos plateamos que tal vez existiera una expresión diferente 
para la clusterina entre el grupo control-fértil y el grupo de pacientes sometidos a 
tratamientos de reproducción, aunque entre ellos hubiera pacientes con un 
seminograma normal. Observamos la expresión de clusterina para todos los 
varones de cada uno de los grupos, pero al comparar los grupos obtuvimos una 
menor expresión de clusterina en el acrosoma para el grupo de control.  
 
 Uno de los objetivos finales de este estudio ha sido que el estudio de 
expresión de clusterina fuera un potencial marcador de fertilidad masculina, incluso 
para varones que teniendo un seminograma normal no consiguen descendencia. Por 
ello separamos en el estudio estadístico, el grupo de pacientes en base a las 
patologías o la normalidad según el resultado del seminograma. Se compararon 
todos los subgrupos de pacientes, incluido el de normozoospérmicos, con el grupo 
control, observándose que pacientes con alteración en la concentración espermática 
presentan una mayor proporción de espermatozoides que expresan clusterina en 
toda la superficie del espermatozoide que el grupo fértil, mientras que varones con 
una movilidad alterada presentan, en general, menor expresión de clusterina que 
los controles en el estudio por inmunohistoquímica. No hemos obtenido diferencias 
para el subgrupo con morfología alterada al compararlo con varones fértiles, 
aunque se trata del grupo más reducido de pacientes del estudio. Y finalmente, 
para el subgrupo de pacientes infértiles pero normales para el seminograma, 
obtuvimos un resultado muy interesante, al presentar una mayor expresión en el 
acrosoma que el grupo control. Teniendo en cuenta esto y los resultados obtenidos 
hasta el momento, aunque a priori la expresión de clusterina en acrosoma, está 
relacionada con una buena estructura del mismo y se encuentra disminuida su 
expresión en muestras oligo y astenozoospérmica, por la proporción de 
espermatozoides anómalos que hay en estas muestras. Una expresión muy elevada 
en esa zona tampoco beneficia al espermatozoide, siendo posible que bajo esta 
circunstancia se favorezca más su función de adhesión celular e impidiendo su 
función normal para una buena reacción acrosómica.  
 
 Que exista una expresión génica distinta entre varones fértiles e infértiles  
se lleva estudiando desde principios del 2000. Uno de los primeros trabajos en los 
que se comparó la expresión proteica del espermatozoide entre pacientes con 
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intento fallido de F.I.V y controles fértiles, fue realizado en 2004 por el grupo de 
Pixton. En dicho trabajo, las muestra seminales de un paciente y tres donantes se 
caracterizaron mediante electroforesis bidimensional. Los resultados revelaron que 
las muestras de donantes no presentaban excesiva variabilidad entre ellos, pero si 
se diferenciaban bastante, al menos en veinte proteínas, con la muestra del 
paciente infértil. Sobretodo dos proteínas se detectaron de forma más intensa en la 
muestra del paciente infértil, una fue la proteína de secreción de unión a la actina 
(secretory actin-binding protein) y la otra la proteína de fibra densa exterior 2/2 
(outer dense fibre protein 2/2). Este caso representa una prueba de que la 
proteómica puede ser útil para estudiar los defectos en la función espermática. Pero 
debido a que los resultados no fueron muy concluyentes son necesarios más 
estudios para conseguir resultados más consistentes. Posteriormente, se han 
realizado más estudios buscando procesos moleculares alterados entre varones 
fértiles o no, como la actividad enzimática de la acrosina y su relación con la 
penetración en el óvulo o moléculas relacionadas con la apoptosis (Said et al., 
2005). 
 
 En un trabajo publicado en 2007 por García-Herrero, se enumeraron 27 
genes expresados y relacionados con el proceso de espermatogénesis en un grupo 
de donantes de semen. De ninguno de ellos se encontró expresión al estudiar a un 
grupo de pacientes infértiles con recuento normal. Por otra parte, se identificó un 
único gen en el grupo infértil, pero no en el grupo control. Este gen codifica para 
una proteína de la familia de las histonas H2B, específicas de testículo (H2B histone 
family member W testis-specific o H2BWT). Esta proteína es una histona atípica que 
no recluta factores de condensación de cromosomas y no participa en el ensamblaje 
de los cromosomas mitóticos. Es la primera vez en la que un grupo de investigación 
se plantea que puede existir una expresión génica diferente entre pacientes 
normozoospérmicos fértiles y pacientes normales que no consiguen descendencia, 
abriendo así un nuevo campo de estudio en la fertilidad idiopática masculina. 
 
 Por tanto, es muy interesante el último resultado que hemos obtenido, en 
cuanto al grupo de pacientes normozoospérmicos, pero que no consiguen 
descendencia. Aunque la expresión de clusterina está demostrando ser bastante 
compleja en el espermatozoide por las diferentes isoformas que presenta y la 
diferente localización que puede adoptar. Es probable que la expresión en el 
acrosoma, en una proporción adecuada, sea indicativa de un eyaculado normal y 
fértil, en base a su función en el correcto ensamblaje del acrosoma. Así cuando la 
expresión se vea disminuida en esta zona será indicativo de un seminograma 
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patológico, según nuestros resultados en eyaculados con concentración y movilidad 
alterada. Pero una expresión demasiado elevada, también indicará déficit en la 
fertilidad de un eyaculado, aún con un seminograma normal. Por ejemplo, en los 
casos en los que una alta expresión de la proteína pudiera estar potenciando su 
función de cluster o adhesión celular que no favorecerá al espermatozoide en su 
movimiento normal hacia la fecundación de un óvulo. Como consecuencia, podría 
existir una expresión diferente de clusterina en el acrosoma entre varones 
aparentemente normales, pero que no consiguen descendencia y aquellos que sí la 
consiguen. Para que esta conclusión fuera útil en el estudio de la infertilidad 
masculina idiopática, se hace necesario establecer un valor de expresión óptima, 
para lo cual serían necesarios más estudios comparativos por la variabilidad de los 
estudios realizados hasta la fecha. 
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4. Relación de la expresión de clusterina y los resultados de un 
tratamiento de fecundación in vitro.  
 
 
 Al analizar los resultados de los tratamientos in vitro y la expresión de la 
proteína, no hemos encontrado diferencias significativas para el porcentaje de 
fecundación de los óvulos inseminados. Tampoco en la relación entre la calidad de 
los embriones transferidos en el tratamiento y la expresión de la clusterina para 
ninguna de las técnicas usadas. Pero al evaluar el resultado del tratamiento, hemos 
obtenido que tanto un aumento en la expresión de clusterina en el acrosoma como 
un aumento en la expresión de la proteína sintetizada por el propio espermatozoide 
(valores de qRT-PCR) están relacionados con un fracaso en el tratamiento de 
fecundación in vitro. Aunque este último resultado es muy interesante, creemos 
que es precipitado a la vista del resto de resultados y lo expuesto anteriormente.  
 
 Una expresión muy elevada en el acrosoma parece que no favorece a la 
implantación del embrión en un tratamiento de fecundación in vitro, sin embargo no 
hemos podido relacionar esta alta expresión con una proporción de óvulos 
fecundados más baja, como postulábamos anteriormente, ya que podría estar 
también afectando a la capacidad fértil del espermatozoide. Una expresión elevada 
de clusterina medida por qRT-PCR también está relacionada con el fracaso del 
tratamiento. Es cierto que los espermatozoides usados para fecundar los óvulos en 
el tratamiento de fecundación in vitro son previamente seleccionados. Cuando la 
muestra del varón lo permite, será un espermatozoide lo más normal posible en 
cuanto a morfología y movilidad, ya que se selecciona uno a uno mediante 
observación bajo microscopio (técnica de microinyección espermática). Es, por 
tanto, difícil sacar conclusiones del estudio por la complejidad de los procesos 
implicados. 
   
Hay que tener en cuenta que la expresión de un gen, por sí sólo, es muy 
difícil que explique una situación tan compleja como es el proceso de la fecundación 
de un óvulo o incluso, la consecución de un embarazo, ya que los genes y sus 
productos interaccionan unos con otros formando amplias redes de interacción, 
rutas metabólicas o cascada de señales para el inicio de un proceso celular. Por lo 
que entender un proceso biológico completo nos debe llevar al estudio global del 
proceso, definiendo un perfil de expresión génica con una interpretación funcional 
que nos ayude a entenderlo. Actualmente el abordaje  del estudio de la infertilidad 
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masculina se ha orientado hacia la transcriptómica y la proteómica, concluyendo 
que en la infertilidad deben de activarse o desactivarse la expresión de distintos 
genes (García-Herrero et al., 2010).  
 
 Un estudio similar, donde se ha tratado de relacionar la expresión de una 
proteína con el resultado de un tratamiento de fecundación in vitro fue publicado en 
2008 por el grupo de Martínez-Conejero. En él, se estudió la relación de la 
expresión de mucina (MUC1) con la tasa de fecundación tras realizar inseminación 
por ICSI, la calidad de los embriones obtenidos y la tasa de embarazo después del 
tratamiento. Comparando los tratamientos de ovodonación14 con varones infértiles 
y donantes de semen, los resultados no dieron lugar a diferencias significativas.   
 
 Aunque nuestro estudio presenta un gran número de muestras y realiza 
un estudio comparativo entre varones sin descendencia y fértiles, creemos que se 
hace necesario aumentar el número de varones estudiados y evaluar la expresión 
de la proteína en cada una de las diferentes alteraciones que pueden obtenerse en 
un seminograma y sus diferentes combinaciones. Además, realizar el estudio en 
pacientes cuyas parejas acudan a fecundación in vitro únicamente diagnosticadas 
por un factor masculino, es decir, sin ninguna alteración que pueda ser relacionada 
con el factor femenino. Sería también interesante que las mujeres sometidas al 
tratamiento fuesen menores de 35 años, para que la respuesta al tratamiento 
hormonal y la calidad ovocitaria obtenida sea óptima e, incluso, estudiar ciclos de 
ovodonación para minimizar al máximo la influencia del factor femenino en el 
tratamiento.  
 
 Es necesario ampliar el estudio mediante técnicas basadas en la proteómica 
que nos permitan distinguir las diferentes isoformas de la clusterina y comparar las 
proporciones de las mismas entre varones con diferentes defectos en el 
seminograma y con fracasos en tratamientos de fecundación in vitro. Como se ha 
hecho visible en los resultados obtenidos, el estudio de expresión génica, no nos ha 
ayudado demasiado en las conclusiones del estudio. Tal vez la combinación de 
técnicas de proteómica donde podamos medir la proporción de cada una de las 
isoformas de la proteína con técnicas que permitan identificar su localización en el 
espermatozoide, que como hemos demostrado es clave, nos podrá ayudar a 
comprender de una forma global cómo es la expresión de clusterina en el 
espermatozoide y su implicación en la infertilidad. Queda aún camino que recorrer 
                                                 
14 Tratamiento donde se usan óvulos procedentes de una donante, en lugar de los que pueda producir la 
propia mujer. 
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hasta poder usar la clusterina como un marcador útil de infertilidad, como un 
potencial biomarcador15 de acción terapéutica, al menos si el estudio de expresión 
se hace de forma independiente, debido a la complejidad de su expresión en esta 
célula. 
  
 El análisis de expresión génica mediante técnicas más avanzadas como la 
secuenciación masiva o los arrays del transcriptoma integrando estudios 
genómicos, proteómicos y metabolómicos, que lleven a la elaboración de perfiles de 
expresión génica o proteómicos, será en un futuro cercano la clave para el 
completo estudio molecular del espermatozoide (Hamatani, 2012). En diferentes 
circunstancias es muy probable que la infertilidad esté producida por una cascada 
metabólica fallida o por el defecto en la transcripción de varios genes. Este estudio 
global con las herramientas adecuadas para su interpretación permitirá la 
identificación de diferente biomarcadores, identificando posibles dianas para la 
actuación de fármacos (Rahman et al., 2013). Esta línea de investigación nos dará 
toda la información para resolver los enigmas actuales sobre la infertilidad 
masculina, permitiendo evaluar y tratar al varón con el fin de aumentar la 
probabilidad de embarazo y de hijo sano en casa, tras los tratamientos de 
fecundación in vitro.  
 
                                                 
15
 Parámetros biológicos que proveen información sobre el estado normal o patológico de un individuo. 
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 Como se ha comentado en el apartado de discusión, aumentar el número de 
muestras en el grupo de pacientes para cada una de las alteraciones del 
seminograma, podría afianzar los resultados obtenidos. Debido a que el diseño 
experimental de este trabajo estableció evaluar pacientes durante un periodo de 
tiempo determinado, no nos permitió seleccionar previamente los grupos de 
varones por patología en el seminograma. Se realizó el estudio con aquellos  
varones que aceptaron participar, que cumplían los requisitos definidos para este 
trabajo y que realizaron un tratamiento de fecundación in vitro durante dicho 
periodo. Aun así este trabajo presenta un elevado número de pacientes analizados 
y es la primera comparación realizada entre varones con fertilidad probada y 
aquellos que no han conseguido descendencia de forma natural.  
 
 Este trabajo pretende ampliar el estudio del factor masculino, comparando la 
variabilidad en la expresión de un determinado gen entre distintos varones, 
relacionarlo con el diagnostico clásico del seminograma y la capacidad fértil del 
varón. Por ese motivo, este estudio parte de muestras completas de eyaculado. 
Sería interesante ver si los resultados se equiparan en muestras previamente 
capacitadas, método por el cual se seleccionan y capacitan los espermatozoides 
móviles de un eyaculado, obteniéndose espermatozoides con una mayor capacidad 
fecundante. Pero esto limitaría uno de los objetivos de este estudio que es 
diferenciar la expresión de clusterina entre espermatozoides normales y anormales, 
ya que el número de espermatozoides anormales en una fracción capacitada es 
mínimo, mayoritariamente para la movilidad espermática.  
 
 Por el diseño del estudio realizado, no hemos podido limitar la influencia del 
factor femenino en los resultados del estudio. Con un aumento del número de 
muestras y la selección previa de pacientes que no hayan entrado en un programan 
de fecundación in vitro debido a una causa de esterilidad femenina o con algún tipo 
de patología relacionada, habríamos minimizado este factor de confusión. Factor 
que puede ser minimizado a máximo al incluir pacientes con ovocitos donados, pero 
esto no es factible en nuestro centro ya que en el periodo de realización de este 
trabajo, todos los casos susceptibles de entrar en un programa de ovodonación, 
fueron derivados a un centro externo como se indicaba en la guía de reproducción 
asistida del sistema sanitario andaluz. En la actualidad, nuestro centro está 
autorizado para realizar 4 tratamientos al año. 
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 El estudio de perfiles genéticos o proteicos que actualmente está tomando 
mucha fuerza en el estudio de la infertilidad masculina, implica tecnología avanza 
como el espectrofotómetro de masas, el uso microarrays o incluso de secuenciación 
masiva. Tecnología que requiere una alta formación del investigador, además del 
elevado coste económico. No disponemos de esta tecnología en nuestro centro. Aún 
así, hemos realizado nuestro estudio con técnicas adecuadas para los objetivos 
marcados y hemos contribuido a mejorar el conocimiento sobre el papel que ejerce 
la clusterina en el espermatozoide. 
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- La clusterina se expresa frecuentemente en espermatozoides, donde tiene 
un patrón de expresión variable dependiendo de su grado de madurez.  
 
- Hemos detectado una nula expresión de clusterina nuclear mediante 
inmunohistoquímica, por lo que esta isoforma no debe ejercer una función 
primordial en el espermatozoide. 
 
- Determinadas distribuciones de clusterina en el espermatozoide se 
correlacionan con diferentes alteraciones en el seminograma.  
 
- Una alta expresión de clusterina en el acrosoma es un signo de bajo éxito 
reproductivo, siendo un marcador en pacientes infértiles con seminograma 
normal.  
 
- La cantidad de clusterina expresada en el espermatozoide no nos informa 
sobre alteraciones en el mismo, al contrario que el patrón de distribución. 
 
- Tanto una expresión de clusterina en el acrosoma como la expresión génica 
de clusterina determinada con la técnica qRT-PCR predice un test de 
gestación negativo tras un tratamiento de fecundación in vitro, 
probablemente la función de agregación espermática de la clusterina pueda 
influir en esta asociación.  
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Anexo I. Certificado de comité de ética. 
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Anexo II. Petición estudio andrológico. 
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Anexo III. Formulario de historia clínica de reproducción (software 
Doctor). 
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Anexo IV. Formulario de pruebas de laboratorio clínico: Seminograma 
(software S.I.G.L.O) 
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Anexo V. Formulario de datos de laboratorio de tratamiento de F.I.V. 
(software Lotus). 
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Anexo VI. Formulario recogida de datos del estudio. 
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Anexo VII. Curvas patrón. 
 
A. Curva patrón para clusterina. 
 
 
 
 
Curva melting 
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B. Curva patrón para 18S ribosómico. 
 
 
 
 
Curva melting 
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C. Curva patrón para GADPH. 
 
 
 
 
Curva melting 
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